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ONSOZ

Blutongue virus (BTV=Mavidil virus), Akabane virus (AKAV) ve son yillarda
Ozellikle Avrupa’da ortaya ¢ikan Schmallenberg virus (SBV) gibi enfeksiyonlar
koyun, keci ve sigirlarda birgok klinik belirtilerin sonucunda agirlik kaybi, verim
diisiikliigli ve abortlara neden olarak ruminant yetistiriciligi i¢in dnemli ekonomik
kayiplar1 beraberinde getirmektedir. Isletme bazinda ekonomik kayiplara neden
olmalarinin yani sira, diinyada hayvan ve hayvansal iirlinlerin ticaretine getirilen
kisitlamalar nedeni ile de bu enfeksiyonlar, lilke ekonomisi i¢in dnem tasimaktadir.
Bu viruslar kan emen arthropod vektorlerle tasindigindan arbovirus olarak
adlandirilmaktadir. Arbovirus enfeksiyonlar1 kisa siirede genis alanlar1 etkilemekte,
insekt vektorler riizgarin da etkisiyle tasidiklar1 enfeksiyonlari komsu illere ve hatta

komsu iilkelere tagiyabilmektedirler.

Bu c¢alisma ile Hatay ilinde BTV, AKAV ve SBV enfeksiyonlarinin
prevalanslarinin belirlenmesinin yani sira, sz konusu enfeksiyonlarin molekiiler
teknikler kullanilarak hizli, duyarli ve spesifik tanisinin gerceklestirilmesi; yapilacak
filogenetik analizler ile farkli izolatlarin genetik iligkileri, cografik orijinleri ve
epidemiyolojilerinin izlenmesi ve Tirkiye’de BTV, AKAV, SBV enfeksiyonlarini

tasidig diisiiniilen Culicoides tiirlerinin/dagiliminin ortaya konulmasi hedeflenmistir.

Doktora egitimim ve tez ¢alismam siiresince, her konuda yardim ve destegini
aldigim, bilgisi deneyimleri ve goriisleriyle bana yol gosteren, 6zveri ve sabrini
esirgemeyen danigsman hocam Prof. Dr. Seval Bilge Dagalp ve Il. danisman hocam
Prof. Dr. Bilal Dik’e, lisansiistii egitimim siiresinde emegi gecen, destek ve
yardimlarint hi¢bir zaman esirgemeyen Viroloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr.
Yilmaz Akga ve Viroloji Anabilim Dali1 Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Feray Alkan, Prof.
Dr. Aykut Ozkul, Prof. Dr. M. Taner Karaoglu ve Prof. Dr. T. Cigdem Oguzoglu ile
tez izleme komitesi tiyesi Prof. Dr. Hakan Yardimc1’ya; tez calismam siiresince bana
her konuda yardim eden Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji

Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Veysel Soydal Ataseven’e, tez drneklerinin
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toplanmasinda, yardimci olan Veteriner Hekim Ali Haciomeroglu ve Veteriner Hekim

Yakup Yildirim’a tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora tez calismam boyunca birlikte gorev yaptigim ve tez calismam sirasinda
laboratuvar ortaminda sonsuz desteklerini gordiiglim tiim arastirma gorevlisi ve
doktora Ogrencisi arkadaslarima tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Ayrica hayatimin her
asamasinda oldugu gibi tez ¢alismam sirasinda beni biitiin kalpleriyle destekleyen
esim Asli AKKAYA DOGAN, biricik oglum Mert Goktiirk DOGAN ve aileme minnet

ve sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez galismasi, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Miidiirliigii niin
15B0239007 proje numarasi ile ve Ogretim Uyesi Yetistirme Programi (OYP)

Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir.
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1. GIRIS

Son yillarda kiiresel 1sinmanin etkisi ile vektorlerin yasam alanlarinin
genislemesi ve buna bagli olarak vektorle bulasan enfeksiyonlar 6n plana ¢ikmaktadir.
Artropod vektorlerle taginan viruslar Arbovirus olarak adlandirilmakta ve bu viruslarin
tasinmasinda sivrisinekler, keneler ile Culicoides cinsi sokucu sinekler gibi hematojen
artropod vektorler 6nemli rol oynamaktadir. Diinyada bugiine kadar insan ve
hayvanlarda 500’iin iizerinde arbovirus tespit edilmistir (Hart, 2001). Bu viruslarin
neden oldugu enfeksiyonlardan 6zellikle Mavidil (Blutongue; BT), Akabane (AKA)
ve Schmallenberg (SB) virus enfeksiyonlart meydana getirdikleri klinik bulgular
sonucunda, ruminant yetistiriciligi i¢in énemli ekonomik kayiplar1 da beraberinde
getirmektedirler. S6z konusu viruslar bazi Culicoides tiirleriyle nakledilmektedir.
Culicoides cinsinde yer alan kan emici kiigiik sinekler bir¢ok viral, bakteriyel ve
paraziter hastaligin bulagtirilmasinda vektor gorevi goriirler. Culicoides tiirlerinin
hayvanlarda tasidigi viruslar orbiviruslar [BT virus (BTV), African Horse Sickness
(AHS), Epizootic Hemorrhagic Disease (EHD) gibi], rhabdoviruslar (Bovine
Ephemeral Fever gibi) ve bunyaviruslar [AKA virus (AKAV), SB virus (SBV) gibi]
olarak bildirilmektedir (Conraths ve ark., 2013 ve Mellor ve ark., 2000).

AKAYV, BTV ve SBV enfeksiyonlari, isletme bazinda ekonomik kayiplara neden
olmalarimin yam sira, diinyada hayvan ve hayvansal {irlinlerin ticaretine getirilen
kisitlamalar nedeniyle de, iilke ekonomisi i¢in Oonem tagimaktadir. S6z konusu
enfeksiyonlarin taginmasinda vektor olarak rol oynayan Culicoidesler ozellikle yaz
mevsiminde, kurak, nemli, bataklik ve sazlik bolgelerde yaygin olarak bulunmaktadir
(Melhorn, 2007). Arbovirus enfeksiyonlar1 kisa siirede genis alanlari etkilemekte;
insekt vektorler riizgarin da etkisiyle tasidiklart enfeksiyonlar1 komsu illere ve hatta
komsu iilkelere tasiyabilmektedirler. Bu enfeksiyonlarin olusumuna hem iklimsel,
hem de antropojenik olarak adlandirilan insan faktorlii faaliyetlerin biiyiik etkisi

bulunmaktadir.



Ulkemizde zaman zaman Culicoideslerin tasidig1 arboviral enfeksiyonlara bagl
salginlar bildirilmekte; ayrica farkli il/bolgelerde bu enfeksiyonlarn serolojik ve
virolojik olarak arastirildig1 calismalar (Albayrak ve Ozan, 2010; Azkur ve ark., 2013;
Giir, 2008; Karaoglu ve ark., 2007; Ozgiinliik, 2003; Y1ldirim, 2003; Yilmaz ve ark.,
2012 ve Yilmaz ve ark., 2014) bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin sonuglarina gore s6z
konusu enfeksiyonlarin tilkemizde giderek yayginlastigi, 6zellikle enfeksiyonu tasiyan
insekt vektorlerin tiirlerinin zaman iginde farkliliklar gdsterdigi ve daha once vektor
olduklar1 bilinmeyen bazi tiirlerin de bulagsmada rol oynadiklar1 gozlenmektedir

(Burgu ve ark., 1992; Dik ve ark., 2006; Dik ve ark., 2010 ve Yavru ve ark., 2009).

1.1. Bluetongue Virus (BTV; Mavidil Virus) Enfeksiyonu

Ciftlik hayvanlarinin 6nemli bir enfeksiyonu olan BTV Amerika, Afrika, Giiney
Asya, Kuzey Avustralya ve ozellikle Giiney Avrupa’da yaygindir (Erasmus, 1990;
Parsonson, 1992). BTV, Culicoides cinsi kan emen sinekler ile nakledilen, evcil ve
bazi yabani ruminantlarin konjesyon, 6dem ve hemoraji ile karakterize, 6zellikle disi
ve erkeklerin lireme organlarina yerleserek dol veriminde azalma, abort ve konjenital
anomaliler nedeniyle 6nemli ekonomik kayiplara neden olan bir enfeksiyondur
(Menzies ve ark., 2008; Murphy ve ark., 1999 ve Waldvogel ve ark., 1992). Onemli
ekonomik kayiplara neden oldugu ic¢in OIE tarafindan 6nemli hastaliklar listesinde,

ihbari mecburi bir hastalik olarak yer almaktadir (OIE, 2009).

1.1.1. Etiyoloji

BTV, Reoviridae ailesinin Sedoreovirinae alt ailesinde Orbivirus cinsinde
Bluetongue virus grup igerisinde siniflandirilmistir (ICTV, 2017). Bu alt ailede
Cardoreovirus — Mimoreovirus — Orbivirus — Phytoreovirus — Rotavirus — Seadorna-
virus genuslart yer almaktadir. Virus ¢ift iplik¢ikli, 10 segmentli, zarfsiz bir RNA

virusudur.


https://species.wikimedia.org/wiki/Cardoreovirus
https://species.wikimedia.org/wiki/Mimoreovirus
https://species.wikimedia.org/wiki/Orbivirus
https://species.wikimedia.org/wiki/Phytoreovirus
https://species.wikimedia.org/wiki/Rotavirus
https://species.wikimedia.org/wiki/Seadornavirus
https://species.wikimedia.org/wiki/Seadornavirus

BTV’nin daha 6nceleri 24 serotipi oldugu belirtilmesine ragmen, 2008’lerin
baslarinda Isvigre’de kegilerde yeni bir virus tanimlanmis ve Toggenburg Orbivirus
olarak adlandirilmistir ve muhtemelen BTV-25 olabilecegi belirtilmistir (Chaignat ve
ark; 2009 ve Hofmann ve ark; 2008). Arap iilkelerinde (Kuveyt) 2010’da koyun ve
kecilerde BTV-26 tanimlanmistir (Maan ve ark; 2011a). Fransa’da 2014 yilinda
kegilerde BTV-27, Orta Dogu’da BTV-28 ve Giiney Afrika’da 2013 yilinda Alpaka’da
BTV-29 identifiye edilmistir (Maan ve ark., 2016 ve Wright, 2014).

BTV genomunun segmentli olmasi reassortmentlere izin verebileceginden
konak hiicrede ayni1 anda farkli serotip ve genotiplerin enfeksiyonu olusabilmektedir.
Reassortment olayr virulens ve serolojik karakterde degisimlere neden olarak viral

cesitliligin olusmasinda rol oynamaktadir.

BTV virionu yaklasik 68 -70 nm boyutundadir. Virion ¢ift tabakali bir kapsite
sahiptir ve pH 8-9 arasinda stabildir. Dis kapsit diizenli yayilmis viral protein (VP) 2
ve VPS5 yapisal proteinlerinden meydana gelmistir. Dis kapsitin altinda kor ad1 verilen
i¢c kapsit ve genom bulunur (Sekil 1.1). Kor partikiilii 32 kapsomerlidir. Virion kor
bolgesi, transkripsiyon ve viral RNA’lar1 paketlemek i¢in gerekli birkag¢ enzimi igerir.

Genom segmentleri kapsit igersinde paketlenmistir (Anthony ve ark., 2007).

BTV genomu 4 adet biiyiik (VP2, VP3, VPS5, VP7) ve 3 adet kii¢iik (VP1, VP4,
VP6) yapisal proteinlerden meydana gelmektedir. I¢ kapsit diizenli yayilmis VP1,
VP3, VP4, VP6 ve VP7 yapisal proteinleri ile yapisal olmayan (nonstructural) NS2,
NS3/NS3A ve NS4 olarak adlandirilan proteinlerden meydana gelmektedir (Anthony
ve ark., 2007; Hofmann ve ark., 2008 ve OIE, 2009).

Dis kapsitte VP2 ve VPS5 proteini bulunmaktadir. Segment 2 tarafindan kodlanan
VP2 proteini serotip spesifik antijendir ve serotip belirlenmesinde etkili olmaktadir.
VP2 proteini ¢ok degiskendir ve serotipler arasinda aminoasit bakimindan %22.4-73
arasinda farklilik gostermektedir (Maan ve ark., 2015 ve Ratinier ve ark., 2011).
Antiviral bagisikligin olusmasinda rol oynayan VP2 proteininden subunit asi

caligmalarinda yararlanilmaktadir. VP2, ayrica virulensin belirlenmesi  ve



notralizasyondan sorumlu tutulmaktadir. VP2 nin ¢ikartilmast sonucunda virusun
enfektivitesinde herhangi bir azalma olmamakta ancak virusun hiicrelere tutunmasi
zorlasmaktadir. Aynmi sekilde Segment 6 tarafindan kodlanan ve virus serotipinin
belirlenmesinde rol oynayan VP5 de noétralizasyondan sorumlu tutulmaktadir. VP5,
VP2’ye gore birgok serotipte daha korunaklidir (Mertens ve ark., 1984 ve Mertens ve
ark., 1989).

Segment 2’ye gore farkli cografik bolgelerden elde edilen BTV izolatlar
farklilik gostermektedir; bu nedenle izolatlar eastern (e2) ve western (w2) olarak 2
biiyiik topotipe ayrilmiglardir. Eastern grup; Giiney Dogu Asya, Hindistan, Cin,
Avustralya izolatlarini, Western grup ise Afrika, Kuzey ve Giliney Amerika izolatlarini
icermektedir (Maan ve ark., 2010; Maan ve ark., 2011b ve Maan ve ark., 2016). Son
yillarda, virusun iyi korunmus bdlgelerinden biri olan Segment 10 (NS3/NS3A)
(Ratinier ve ark., 2011) hedeflenerek de filogenetik analizler yapilmakta ve buna gore
topotipler belirlenmektedir (Nikolakaki ve ark., 2005 ve Ozkul ve ark., 2009). Ozkul
ve ark. (2009) yaptig1 ¢alismada, Tiirkiye’de 1998-2001 yillar1 arasinda elde edilen

izolatlarin cogu Eastern grupta yer almistir.

Segment 1 tarafindan kodlanan VP1, Segment 4 tarafindan kodlanan VP4 ve
Segment 9 tarafindan kodlanan VP6 proteinleri kii¢iik yapidadirlar ve korun altinda
yer almaktadirlar. Virusun enzimatik fonksiyonlarinda rol oynarlar. Segment 9
tarafindan ayrica NS4 kodlanmaktadir. NS4 enfekte hiicrelerin ¢ekirdeginde bulunur,
viral replikasyon siklusunda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Segment 3 tarafindan
kodlanan VP3 proteini de korun altinda bulunur ve VP2, VP5 ve VP7 proteinleri gibi
kapsomerin yapisinin olusmasinda rol oynar (Firth, 2008).

VP7 segment 7 tarafindan kodlanir ve virusun vektor hiicrelere tutunmasinda
onemlidir. D1s yapida bulunur ve polipeptid yapisindadir. Grup spesifik antikorlar VP7
tarafindan tretilmektedir. NS1, Segment 5 tarafindan kodlanmaktadir. Bu protein
enfekte hiicre sitoplazmasinda erken safhada olusur. NS1, BTV nin morfogenezinde
ve patogenezinde rol oynar. Segment 8 tarafindan kodlanan NS2, BT virusun

replikasyonu boyunca sentezlenir. NS2 tek iplik¢ikli RNA baglama kabiliyetine



sahiptir; bu ylizden viral replikasyon asamasinda virusun bir araya gelmesinde rol
oynar. NS3 ve NS3a Segment 10 tarafindan birlikte kodlanirlar. Bu proteinler memeli
hiicrelerinden ¢ok insekt hiicrelerinde eksprese olur ve virulensin belirlenmesinde rol
oynar; memeli ve insekt vektor hiicrelerinden virionun serbest kalmasini saglarlar
(Brookes ve ark., 1993; Eaton ve ark., 1988; Hyatt ve ark., 1991; Ratiener ve ark.,
2011 ve Tan ve ark., 2001).

BTV Structure
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Sekil 1.1. BTV nin molekiiler yapist (Verwoerd, 2012).

1.1.2. BTV’nin Replikasyon Siklusu

Virionun hiicre igine girigi, dis kapsit proteini olan VP2’nin sialik asit
reseptoriine baglanarak, kalatrin aracili endositozisi ile olmaktadir. Asidik pH
gecirgenligi arttirarak, virionun soyulmasina neden olur ve virion sitoplazma
igerisinde serbest birakilir. Virionun serbest birakilmasini takiben kor bdlgesi
transkripsiyonel aktiviteye baglar. Translasyon i¢in viral mRNA (Messenger RNA)
olusur ve NS proteinleri hiicresel morfogenezise neden olur. NS1 tek iplik¢cikli RNA
translasyonunu tetikler ve takiben sitosolde tubul formuna doniisiir. NS2 viral
inkliizyon cisimciklerinin bir araya gelmesini saglar ve bu inkliizyon cisimcikleri viral
proteinleri konsantre hale getirerek, kor bdlgesinin olusmasi i¢in yeni tek iplik¢ikli
RNA sentezlenir. Kor bdlgesinin olusmasini takiben NS3 endositoz vezikiilii iizerinde
toplanir. Virion olgunlagsmas1 VP2 ve VPS5 ile iliskili kor araciligiyla olusmaya baslar.
Virion baslangicta NS3 ile Tsg101’ in etkilesimi ile hiicre lizisi sonucu serbest birakilir

(Sekil 1.2).



Virion Entry

Jathrin coated

Ui nro.mn!

&  Transcription

\

'A. — ]
= _— « A
Tsglol Endosome b 4 \_/’

*
i NS
RS

Virion
Budding

> Doy
' 5 ) i O NS3
Veside | ———— Golgi . 0
— \ & * .
|I ‘ Virion Assembly o 0
Virion . o= Virus hlclll\1o||

Body

Egress Trafficking Core

Sekil 1.2. BTV’ nin replikasyon siklusu (Mohl ve Roy, 2014).

1.1.3. Epidemiyoloji

1.1.3.1. Konakgr Arahg:

BTV enfeksiyonuna tiim ruminantlar duyarlidir ancak ciddi klinik belirtiler daha
¢ok koyunlarda ve geyiklerde bildirilmektedir (Howerth ve Tyler, 1988; Johnson ve
ark., 2006 ve Parsonson, 1990). Sigirlarda viremi siiresi uzun siirdiigiinden (100 giin)
BTV’nin epidemiyolojisinde biiyiik 6nem tagimaktadir. Enfeksiyonun sigirlarda daha
onceleri subklinik seyrettigi bilinirken, BTV-8 salgininda sigirlarda ciddi klinik
belirtiler ortaya ¢ikmistir (Darpel ve ark., 2007 ve Elbers ve ark., 2008).

BTV enfeksiyonu, evcil ruminantlar disinda geyik, antilop, alpaka, lama, yak,
deve ve fillerde de bildirilmistir (Erasmus, 1990; Henrich ve ark., 2007; Howerth ve
ark., 2001; Mauroy ve ark., 2008; Meyer ve ark., 2009 ve Mushi ve ark., 1990). BTV
kaynakl1 abort olgularinda aborte ruminant fotuslarini tiiketen vasak ve kedilerde de
BTV tespiti yapilmistir. (Jauniaux ve ark., 2008). Afrika’da ¢ita, cakal, sirtlan ve
aslanlarda (Alexander ve ark., 1994) ve Amerika’da BTV ile enfekte hayvanlarin



etlerini tiikketen ayilarda, panterlerde ve kopeklerde BTV antikoru tespit edilmistir

(Dunbar ve ark., 1998 ve Howerth ve ark., 1995).

1.1.3.2. Bulasma

Virusun temel olarak bulasmasi Culicoides tiirii kan emen sinekler araciligiyla
olmaktadir. Culicoideslerin diinyada 1400 kadar tiirii tanimlanmistir ve bu tiirlerden
57’sinin Tiirkiye’de varligi tespit edilmistir (Dik, 1997). Bu tiirler icersinde de 30 tiiriin
BTV enfeksiyonu i¢in potansiyel vektor olabilecegi belirtilmektedir. BTV
enfeksiyonu, vektorlerin aktif oldugu yaz doneminde daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Bu
yiizden mevsime bagli enfeksiyonlardan biri olarak tanimlanmaktadir. Yilin soguk
mevsimlerinde vektor aktivitesi azalmakta ve bu yilizden enfeksiyon oranlarinda da
diislis olmaktadir. Overwintering olarak adlandirilan mekanizma ile virus sineklerde,

kus ve siiriingen gibi hayvanlarda kis1 ge¢irmektedir (Mayo ve ark., 2012).

C.imicola tim diinyada yaygin olarak bulunmaktadir ve duyarli hayvanlara
BTV’nin taginmasinda en etkin vektorlerden biri olarak disiiniilmektedir. Giiney
Avrupa’da BTV salginlarinda C.imicola yaygin olarak belirlenen bir tiir olmasina
ragmen, Kuzey Avrupa’da heniiz tespit edilmemistir. Avrupa’da vektor olarak
diistiniilen bir kag tiir daha vardir; bunlar C.obsoletus, C.pulicaris ve C. dewulfii olarak
sayilabilir. Bu tiirler Avrupa’da yaygin olarak bulunmaktadir ve Avrupa’da BTV nin
yan1 sira SBV’nin de tasinmasinda rol oynamaktadir (Mellor, 1990; Mellor ve

Wittman, 2002; Purse ve ark., 2008; Regge ve ark., 2012 ve Tatem ve ark., 2003).

Giiney Afrika’da BTV i¢in ana vektér olarak C.imicola ve C.bolitinos
gosterilmektedir. Bu tiirler Afrika’da yaygin olarak bulunmaktadir. Paweska ve ark.
(2002) deneysel olarak yaptiklart bir ¢alismada C.magnus, C.bedfordi, C.leucostictus,
C.pycnostictus, C.gulbenkiani ve C.milneinin de bu virusa duyarli oldugunu
bildirmislerdir. Ancak s6z konusu tiirler Afrika’da az sayida bulunmaktadir. Venter ve
ark. (2007) yaptiklar1 bir calismada canli as1 ile agilanmis hayvanlardan asisiz duyarh

hayvanlara Culicoidesler araciligiyla virusun tasinabilecegini belirtmislerdir. Bu



durum endemik olmayan {lilkelerde kontrolsiiz canli ag1 kullanimina dikkat edilmesi

gerektigini gostermektedir.

Baz1 serotipler insekt vektdor olmadan da horizontal ve vertikal yolla
bulagabilmektedir (Maan ve ark., 2016). Ozellikle canli asiya bagl olarak anneden
yavruya gegislerin oldugu belirtilmektedir (Darpel ve ark., 2009). Transplasental gegis
vektor olmadigi zamanlarda virusun canliligini koruyabilmesinde onemli bir

mekanizma olarak degerlendirilmektedir (Sekil 1.3, Cizelge 1.1) (Maan ve ark., 2016).

NORMAL WINTER
TRANSMISSION

.::
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Sekil 1.3. BTV’ nin yaz ve kis mevsiminde tasinmasi1 (Wilson ve ark., 2008).

Ayrica  BTV’nin horizontal olarak bulagtigin1 belirten bircok ¢alisma
bulunmaktadir (Cizelgel.2). Menzies ve ark. (2008) yaptiklari bir caligmada, sigirlarda
BTV nin horizontal ge¢isinin BTV ile kontamine plasentanin yenilmesi ile
olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica deneysel olarak BTV ile enfekte kan igeren
kolostrumun oral yolla buzagilara verilmesi ile BTV-8 enfeksiyonu olusabilecegi
gosterilmistir (Backx ve ark., 2009). Batten ve ark. (2013) BTV-16 ile deneysel
enfekte edilen kegilerin nasal akintilarinda viral RNA’y1 tespit etmisler ve virusun
direkt temas ile de bulasabilecegini bildirmislerdir. BTV-1’in geyiklerde doviisme ile
kan yoluyla birbirlerine gegebilecegi belirtilmistir. Ayrica, enfekte hayvanlarla bir



arada bulunan saglikli hayvanlara BTV’ nin bulagmasinin, ortak kullanilan suluklara
tikiiriik veya bir sekilde kanin bulagmasi ile de olabilecegi diisiiniilmektedir (Lopez-
Olvera ve ark., 2010).

Cizelge 1.1. Transplasental olarak bulasan BTV serotipleri ile ilgili ¢alismalar (Van der
Sluijs ve ark., 2014).

Serotip Hayvan Tiirii Calisma Tiirii
BTV-2 Sigir, Koyun, Keci Saha Arastirmasi
Koyun Deneysel
BTV-4
Koyun Deneysel
Koyun Deneysel
Sigir Saha Aragtirmasi
Sigir Saha Aragtirmasi
Sigir Saha Aragtirmasi
Sigir Saha Aragtirmasi
Sigir Deneysel
BTV-8 Koyun Saha Arastirmast
Sigir Saha Aragtirmasi
Koyun Deneysel
Sigir Saha Aragtirmasi
Koyun Deneysel
Sigir Deneysel
BTV-9 Sigir Saha Arastirmasi
Sigir, Koyun, Keci Saha Aragtirmasi
BTV-10 Koyun Saha Aragtirmasi
Koyun Deneysel
Sigir Saha Aragtirmasi
Sigir Saha Aragtirmasi
BTV-11 Koyun Deneysel
Geyik Deneysel
BTV-13 Sigir Deneysel
BTV-16 Koyun Deneysel
BTV-23 Koyun Deneysel

Cizelge 1.2. Horizontal olarak bulasan BTV serotipleri ile ilgili ¢alismalar (Van der Sluijs ve
ark., 2014).

Serotip | Hayvan Tiirii Calisma Tiirii Tasinma yolu
BTV-1 Koyun Deneysel Direkt Temas/Oral
Geyik Deneysel Oral/Yaralama
BTV-2 Koyun Deneysel Oral
Sigir Saha Aragtirmasi Oral/(Plasenta)
BTV-8 Sigir Deneysel Oral/ (Kolostrum)
Koyun Deneysel Direkt Temas/Oral
BTV-11 Sigir Saha Arastirmasi Oral/ (Kolostrum)
BTV-26 Kegi Deneysel Direkt Temas
BTV-27 Koyun Deneysel Direkt Temas




1.1.3.3. Cografik Dagilim

BTV enfeksiyonu ilk defa 1905 yilinda Gliney Afrika’da bildirilmistir. Yirminci
ylizyilin baglarina kadar hastalik bilimsel caligmalarda “Malarial Catarrhal Fever”
olarak tanimlanmistir (Mertens ve ark; 2007). Afrika’ya 6zgii bir hastalik oldugu
diistiniilen BTV enfeksiyonunun, 1943 yilinda Kibris’da goriilen ve koyunlarda
ekonomik kayipla seyreden enfeksiyonunun etkeninin BTV-3 olarak identifiye
edilmesi sonrasinda, Afrika disindaki tilkelerde de varligi belirlenmistir (Gibbs, 1994).
Sigirlarda ilk defa 1933 yilinda varlig1 saptanmis ve sap hastaligina benzediginden
dolay1 pseudo-food and mouth disease olarak adlandirilmistir. Daha sonra hastalik,
dilde olusan siyanozdan dolayr Mavidil olarak tammmlanmstir. Ispanya, Portekiz,
Yunanistan gibi daha o6nceden virus tespiti yapilmamis Akdeniz iilkelerinde
1998’lerden sonra enfeksiyon goriilmeye baslanmig; bunun nedeninin kiiresel

1sinmadan dolay1 vektorlerin cografi dagiliminin degismesi olarak degerlendirilmistir.

Avrupa lilkelerinde 1998 yilindan bu yana degisik salginlardan BTV-1,-2,-4,-8,-
9 ve -16 izole ve identifiye edilmistir (Baylis ve Mellor, 2001; Breard ve ark., 2004;
Maan ve ark., 2009; Mellor ve ark., 2008; Puse ve ark., 2005 ve Sailleau ve ark., 2014).
Hollanda’da 2006’dan sonra epidemiler goriilmiis, ardindan Belgika, Almanya ve
Fransa’da BTV serotip 8 saptanmistir. Bu serotip 2006 oOncesinde Avrupa’da
bildirilmemistir. Bu durumu agiklayabilecek birgok goriis ortaya atilmistir. Viremik
sathadaki hayvanlarin ithalati, enfekte semen ya da embriyo transferi, vektor
tarafindan 1sirilan hayvanlarin nakli sonucu ¢ikabilecegi gibi goriisler belirtilmistir.
Daha sonra Liiksemburg, Macaristan, Avusturya, Isvigre’de de 2008’de BTV-8’e bagli
salginlar ortaya ¢ikmistir. BTV-8 in Kuzeydogu Avrupa’da sadece koyunlarda degil,
sigirlarda da yiiksek virulense sahip oldugu ve plasentayr gecebildigi belirtilmistir
(MacLachlan, 2010). Hollanda ve Almanya’da 2008 yilinda BTV-6; Belgika’da BTV-
11 tanimlanmis ve muhtemel sebebinin yasal olmayan yollarla Avrupa’ya getirilen
asilar oldugu diisiiniilmiistiir (De Clercq ve ark., 2009 ve Eschbaumer ve ark., 2010).
Belgika’da 2006-2008°de c¢ikan BT salgininda koyunlarda %42, sigirlarda ise %18
oraninda mortalite olusmustur (Webb ve Quay, 2008). Avrupa’da oldugu gibi 2000

yilindan sonra Amerika, Avustralya ve Israil’de de yeni BTV serotipleri tespit
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edilmistir. Amerika’ da 1999 6ncesine kadar serotip 2, 10, 11, 13, 17 enzootik iken
serotip 1, 3, 5, 6, 9, 12, 14, 19, 22, 24 ise 2000 yilindan sonra bildirilmistir.

Avustralya’da 2007 ve 2008 yillarinda serotip 2 ve 7 tespit edilmistir. Israil’de de

onceleri serotip 2, 4, 6, 10 ve 16 bildirimleri yapilirken, 2006 yil1 sonrast serotip 8, 15
ve 24 tespit edilmektedir (MacLachlan, 2010).

Cizelge 1.3. BTV serotiplerinin tespit edildigi iilkeler ve hayvan tiirleri (Maan ve ark., 2016).

Serotip izole Edilen Tiir Koken Aldigx Ulke Yil
1 Koyun Giiney Afrika 1958
2 Koyun Giiney Afrika 1958
3 Koyun Kibris 1944
4 Koyun Giiney Afrika 1900
5 Koyun Giiney Afrika 1953
6 Koyun Giiney Afrika 1958
7 Koyun Giiney Afrika 1955
8 Koyun Giiney Afrika 1937
9 Koyun Giiney Afrika 1942
10 Koyun Portekiz 1956
11 Koyun Giiney Afrika 1944
12 Sigir Giiney Afrika 1941
13 Bilinmiyor Giiney Afrika 1959
14 Bilinmiyor Giiney Afrika 1959
15 Sigir Giiney Afrika 1960
16 Koyun Bat1 Pakistan 1959
17 Bilinmiyor ABD 1979
18 Koyun Giiney Afrika 1976
19 Koyun Giiney Afrika 1976
20 Culicoides Avustralya 1978
21 Sigir Avustralya 1980
22 Culicoides Giiney Afrika 1992
23 Sigir Avustralya 1987
24 Koyun Giiney Afrika 1992
25 Kegi Toggenburg-isvigre 2007
26 Koyun Kuveyt 2010
27 Kegi Fransa 2014
28 Bilinmiyor Orta Dogu 2014
29 Alpaka Giiney Afrika 2013

Tiirkiye’de BTV enfeksiyonu ilk defa 1944 yilinda Hatay ve ¢evresinde

bildirilmis ve sinir komsusu olan Suriye kaynakli olabilecegi diistintilmiistiir (Anonim,
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1980). Daha sonraki yillarda uzun bir siire Tiirkiye’de varligi bildirilmeyen BTV
enfeksiyonu 1977 yilinda Aydin ve g¢evresindeki illerde koyunlarda goriilmiistiir.
Yapilan klinik gozlemler, patolojik bulgular ve laboratuvar c¢alismalari sonucu
enfeksiyonun etkeni BTV-4 olarak identifiye edilmistir. Bu vakadan sonra baska
illerde de enfeksiyona rastlanmistir (Burgu ve ark., 1992; Ertiirk, 1994; Mellor ve ark.,
1995; Urman ve ark., 1979 ve Yongu¢ ve Taylor, 1982). Trakya Bolgesinde 1999
yilinda sahadan BTV izolasyonu gerceklestirilmis ve BTV-9 olarak identifiye
edilmistir. Ayrica Tirkiye’de 2000 yilinda tip-16 izolasyonu ve identifikasyonu
yapilmistir (Mellor ve Witmann, 2002). BTV 1998 yilindan itibaren Giiney ve Bati
Anadolu’da aktif olarak bulunmaktadir. Ozgiinliik (2003) Giiney Dogu Anadolu
Bolgesinde %52,58 oraninda BTV ye kars1 seropozitiflik bulmustur. Karaoglu ve ark.
(2007) Trakya bolgesinde yaptiklar1 ¢alismada 557 sigir serumu 6rneklerinde BTV
enfeksiyonunun seroprevalansint %94,8-97,5 olarak tespit etmislerdir. Giir (2008)
Giineydogu Anadolu bolgesinde (Ceylanpmar/Sanliurfa) 6rnekledigi  sigir
serumlarinda %88 oraninda seropozitiflik bulmustur. Yavru ve ark.(2009) I¢ ve I¢ Bat1
Anadolu bolgesinde yaptiklart bir ¢aligmada, koyun kan serumu orneklerinin %
24,02’sini (160/666) BTV antikor yoniinden pozitif olarak degerlendirmislerdir.
Ayrica 16kosit 6rneklerinde RT-PCR ile %2,10 (14/666) oraninda BTV niikleik asit
varh@in tespit etmislerdir. Albayrak ve Ozan (2010) Orta Karadeniz bdlgesinde
yaptiklar1 bir calismada sigirlarda BTV’nin seroprevalansint %11 (22/200) olarak
bulmuslardir. Giir ve ark. (2011) yaptiklar: bir ¢aligmada Afyon bdlgesinde BTV -4,
BTV-9, BTV-16 antikoru bulundugunu belirtmislerdir. Karaoglu ve ark. (2012)
Gilineydogu ve Kuzey Dogu Anadolu bolgesinde yaptiklari bir ¢aligmada BTV-9
seropozitifligini yliksek oranda bulmuslardir. Pestil (2014) yapmis oldugu ¢aligmada
serolojik olarak koyunlarda %38,70 (465/1200) oraninda BTV ye kars1 seropozitiflik
tespit etmistir; ayn1 ¢calismada Real-time RT-PCR ile kontrol edilen kan 6rneklerinde
herhangi bir pozitiflige rastlanmamistir. Kulag ve ark. (2016) ise Rize yoresinde
yaptiklar1 caligmada sigirlarda BTV  seroprevalansint %25 (100/400) olarak

bulmuslardir.

BTV enfeksiyonu iizerine yapilan tim bu ¢aligmalardan enfeksiyonun

iilkemizde yaygin olarak goriildiigii ve farkli serotiplerin zaman zaman salginlara
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neden oldugu anlasilmaktadir. Ulkemizde en son salgin bildirimi, Ekim 2017°de
Osmaniye’de koyunlarda BTV-4 tespiti ve Kasim 2017°de Aydin’da kegilerde BTV-
16 tespiti olarak yapilmistir (OIE, 2017).

1.1.4. Klinik ve Patogenez

Tiim ruminantlar BTV’ye duyarlidir ancak ciddi klinik belirtiler 6zellikle
koyunlarda goriilmektedir. Daha 6nceleri subklinik enfekte olduklari bilinen sigirlarin,
Avrupa’da BTV-8 epidemilerinde klinik belirtiler gosterdigi gézlenmistir (Sperlova
ve Zendulkova, 2011).

BTV’nin hemapoetik, retikuloendoteliyal dokulara ve oOzellikle endoteliyal
hiicrelere 6zel bir affinitesi vardir (Murphy ve ark., 1999 ve Erasmus, 1990). Hasta
hayvanlarda sikluslu bir enfeksiyon tablosu olusur. Koyunlarda dogal enfeksiyonda,
BTV nin primer replikasyon yeri lokal lenf nodiilleridir. Etken viremiyi takiben diger
lenf nodiillerine gider ve lenforetikiiler dokularda oldugu gibi kiigiik kapillar ve
arterler ile veniillerin endotelium, periendotelium ve perisitlerinde hizli bir sekilde
replike olur. Replikasyon esnasinda hiicrelerde sitoplazmik vezikulasyon, niiklear ve
sitoplazmik hipertofi, piknoz ve karyoreksis olusur. Bunun sonucunda endotelyumda
nekroz gelisir (Sanhez-Cordon ve ark., 2010). Bu durum damar tikanmasi, s1vi akisinin
durmas1 ve eksudasyona yol agar. Boylece beslenemeyen yiizeydeki dokularda olusan
hipoksiye bagli olarak 6zellikle en distaki epitel katmaninda siddetli lezyonlara neden
olur. Viicudun ¢esitli yerlerinde o6demler goriiliir. Pododermatitis ve tirnak
diismelerinin yaninda iskelet kaslarinda bozukluklar ortaya ¢ikar (Erasmus, 1990;
Mertens, 1999 ve Murphy ve ark., 1999).

BTV kolaylikla plasentaya geger ve fotusta intrauterin enfeksiyonlara neden
olur. Virus o6zellikle gebeligin 5-6. haftalarinda fotus igin tehlike olusturur. Gebeligin
erken donemlerinde enfekte sigirlarda embriyonik Sliim ve resorbsiyon goriilebilir.
Daha sonraki donemlerde abort ya da malforme ve zayif buzagi dogumu goriiliir.

Gebeligin 70-130. giiniinde enfekte olan fotusda ciddi merkezi sinir sistemi
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malformasyonlari olusur (Menzies ve ark., 2008 ve Waldvogel ve ark., 1992). Uterus
enfeksiyonlart  sirasinda  hydrancephali, nekrozlar, beyincik hypoplazileri,
ekstremitelerde biikiilmeler ve mandibula kiiclilmeleri ile karakterize fotopatiler
meydana gelir. Patolojik-anotomik olarak bas mukozalarinda eritemler, 6dem ve
siyanoz olusur. Mukoza lezyonlarina ¢ok sik rastlanir. Bunlar siklikla sekonder
bakteriyel etkenlerle komplike olabilir. Retikulum ve rumende petesiler, rumenin ig
yapraklarinda erozyonlar, abomasum mukozasinda yaygin hematomlar, kalinlagsma
veya sayisiz hemorajiler, nadiren {iilserlesmeler goriiliir. Bagirsaklarda az veya ¢ok
enteritis olusur. Dalak biiylimistiir, bobreklerde ve karacigerde hematomlar
goriilebilir. Perikardiyal kesede sivi, sol ventrikiilde subendokardial hemorajiler,
pulmonal arterin ¢ikis yerinde patolojik lezyonlar bulunmaktadir. En Onemli
lezyonlardan birisi de sol ventrikulun papillar kasinda olusan nekrozdur. Lenf
yumrular1 az ¢ok hiperemik 6demli ve siskindir. iskelet kasinda toplu igne basi
biiyiikliigiinde hemorajiler ve soluk bolgeler diizensiz olarak her tarafa yayilmistir

(Darpel ve ark., 2007; MacLachlan ve ark., 2009 ve Mauroy ve ark., 2008).

1.1.5. Teshis

BTV enfeksiyonunun erken ve hizli tanisi 6nemlidir. Enfeksiyonun erken
tanisinin  yapilmasi durumunda, enfekte hayvanlarin siiriiden uzaklastirilmasi ile
duyarh diger hayvanlara bulas engellenebilir. BTV enfeksiyonun teshisi i¢in bir¢ok
yontem bulunmaktadir. Teshis temel olarak klinik belirtilere, post-mortem bulgulara

ve laboratuvar tespitine gore yapilmaktadir.

Laboratuvarda virus tespiti i¢in alinmasi gereken materyaller; aborte fotusa ait
dalak, lenf nodiilleri, kemik iligi, akciger, karaciger ve beyin; canli-enfekte
hayvanlardan ise EDTA’l1 kan ve serum ornekleri olmalidir (Tweedle ve Mellor,
2002). BTV ’nin -20°C’de stabilitesi bozuldugundan, dondur-¢6z isleminden olumsuz
yonde etkilenmektedir. Ancak 4°C’de birkag ay enfektivitesini kaybetmeden muhafaza

edilebilmektedir. Virusun daha uzun siireli saklanmasi gerektigi durumlarda ise, laktoz
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pepton ya da %10 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) eklenerek -70°C’de tutulmalidir (OIE,
2014).

BTV ilk baslarda Agar jel immunodifiizyon (AGID) gibi serolojik testlerle ayirt
edilmistir. Molekiiler tekniklerin gelismesi ile birlikte hastaliklarin teshisi ve ayrimi

daha hizli yapilabilmektedir.

Viral niikleik asit tespitine yonelik Real time RT-PCR ve konvansiyonel RT-
PCR teknikleri kullanilmaktadir. PCR teknigi hem hastaligin tespiti, hem de serotip
belirlemede 6nemli bir yontemdir (Leblanc ve ark., 2010; Vanbinst ve ark., 2010 ve
Wilson ve ark., 2008). Konvansiyonel RT-PCR ile BTV nin tespitinde VP1, VP3,
VP7,NS1, NS2 ve NS3 bolgeleri gibi korunakli gen bolgeleri hedeflenmektedir. Real-
Time RT-PCR igin ise VP1, NS1, NS2, VP6 ve NS3 gen bolgeleri hedef segilmektedir.
Serotip tayini igin Segment 2’ye yonelik olarak yapilan molekiiler testler duyarl ve
spesifiktir (Antony ve ark., 2007; Maan ve ark., 2015; Shav ve ark., 2007 ve Toussaint
ve ark., 2007). Viral antijenin belirlenmesi i¢in Floresan antikor (FAT) ve ELISA
teknikleri de kullanilmaktadir (OIE, 2000).

Antikor tespiti i¢in, serogrup-spesifik antikor ELISA kitleri, AGID ve Virus
notralizasyon testinden (VNT) yararlanilmaktadir. VNT duyarli ve spesifiktir, bu
nedenle de BTV serotipleri i¢in Gold standart test olarak degerlendirilmektedir. Ancak
zaman alic1 bir yontem olmasi dezavantajidir. Ayrica Immun Floresan Testi (IFT),
komplement fikzasyon testi (CFT), hemaglutinasyon inhibisyon (HI),
immunperoksidaz (IP) testleri de tanida kullanilabilirse de, giinlimiizde rutin tanida
¢ok fazla yararlanilmamaktadir (Antony ve ark., 2007; Pathak ve ark., 2008 ve OIE,
2000).

Virus izolasyonu BTV i¢in 6nemlidir ancak bu yontem pahali ve zaman alici
olmast nedeniyle, hizli tekniklerin kullanilmasi daha ©n plandadir. Virus
izolasyonunda hiicre kiiltiirleri ve ETY kullanilmaktadir (Sekil 1.4). Sahadan toplanan
orneklerde virus konsantrasyonunun diisiik olmasindan dolayi, ETY’ nin hiicre

kiiltiirlerine gore daha duyarli oldugu diisiiniilmektedir (Wechsler ve ark., 1989). Bu
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yiizden virus izolasyonu i¢in Oncelikle virusun ETY’ye ekilmesi gerekmektedir.
Bunun i¢in 9-12 giinliik embriyolu tavuk yumurtalar1 kullanilmaktadir. ETY ye ekim
intravendz veya amniyon kesesine yapilmaktadir. ETY de bir iki pasaj yapildiktan
sonra hiicre kiiltiirlerine ekim yapilmaktadir (Clavijo ve ark., 2000). Hiicre kiiltiirlerine
ekim i¢cin BHK-21, Vero, CPAE (Sigir Pulmoner Arter Endotelial) hiicre hatt1 veya
KC (C.sonerensis) ve C6/36 (A.albopictus) hiicre hatlar1 kullanilmaktadir (Maan ve
ark., 2016; Mecham, 2006 ve Wechsler, 1988).

Sekil 1.4. BTV’nin ETYye ekimi ve ETY de yaptig1 etki (Clavijo ve ark., 2000).

1.1.6. Koruma ve Kontrol

BTV’ nin genis ¢apta kiiresel ekonomik etkisi vardir. BTV-8 salgininda 2007
yilinda Ingiltere’de 130 milyon dolar, Fransa’da yaklasik 1,4 milyar dolar ve
Hollanda’da yaklasik 85 milyon dolar ekonomik kayip bildirilmektedir. Kayiplarin
hesaplanmasi direkt hayvan kayiplari, asilama kayiplar1 ve hayvan ticaretine getirilen
kisitlamalar dikkate alinarak yapilmaktadir. Ayrica embriyo transferine de sinirlama

getirilmistir (Wright, 2014).

Anneden yavruya gecen maternal antikorlar yenidoganlari 6 aya kadar

koruyabilmektedir. Dogal enfeksiyon ve asilama sonrasinda ise olusan immun yanitin
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6-18 ay yeni enfeksiyonlara karst koruyucu etkisi bulunmaktadir (Osburn ve ark.,
1992).

BTV’ nin ¢ok sayida serotipinin olmasi ve duyarli hayvan tiirlerinin sayisinin
fazla olmas1 nedeniyle kontrolii zor olmaktadir. Korunmada en etkili yontem vektor
kontrolii, hayvan hareketlerinin kisitlanmasi, enfekte hayvanlarin imhasi ve asilama
ile gergeklestirilebilmektedir. Vektor kontrolii pratikte ¢ok zor olmaktadir ancak insekt
kovucularla miicadele edilebilmektedir. Ayrica miimkiin oldugu kadar vektorle duyarlt

hayvanlarin temasinin engellenmesi miicadelede 6nemlidir (Chand ve ark., 2015).

Koyunlarda profilaktik immunizasyon BTV enfeksiyonuna karsi en pratik ve
etkili kontrol tedbiridir. BTV ye kars1 asilama kampanyalarinin amaci, koyun ve
sigirlart klinik hastaliga karsi korumak, bir bélgede BTV nin eradikasyonu, endemik
BTV durumunun 6nlenmesi, sinirlandirilmis bélgelerin disinda ve bu bdlgelerden
hayvanlarin transportuyla korunmast hedeflerini igerir. Uzun yillardir BTV
enfeksiyonuna karsi asilamada attenlie canli asilar kullanilmaktadir. Atteniie canli
asilar monovalan veya polivalan olarak hazirlanmaktadir. Canli agilar Ispanya, Italya,
Fransa ve Portekiz gibi iilkelerde donemsel olarak 2000 yilindan bu yana BTV-2, 4, 9,
16’ya kars1 kullanilmaktadir. Serolojik olarak bu asilarin etkinligi arastirildiginda,
%80 nin tizerinde notralizan antikorlarin olustugu tespit edilmistir (MacLachlan ve
ark., 2009; Savini ve ark., 2008 ve Savini ve ark., 2009). Bu asilarin tek dozda uzun
stireli bagisiklik saglamasi, adjuvant kullanimina gerek duymamasi gibi avantajlar
olmasia ragmen, asilamadan sonra as1 virusuna bagli vireminin meydana gelmesi,
gebe hayvanlarda abortlara neden olabilmesi, agilanan hayvanlarda es zamanl olarak
saha virusu ile as1 virusunun genetik reassortmentleri sonucu yeni serotip/genotiplerin
ortaya ¢ikma olasiligindan dolay1 da risk teskil etmektedir. Ayrica bu asilarin vektor
aktivitesine ¢ok yakin bir zamanda yapilmasi durumunda, bu hastaligi tasidig
diisiiniilen vektorlerde biyolojik siklus esnasinda virulens artiglar1 olusabilmektedir.
Kuzey Avrupa’da 2008-2009 yilinda tespit edilen BTV-6 ve BTV-11 serotiplerine
bagh salginlarin da, Giiney Afrika’da gelistirilmis attenue canli as1 suslarindan

kaynakli olabilecegi bildirilmistir (Maan ve ark., 2010 ve Promed, 2009).
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Bu olumsuzluklarindan dolayr BTV enfeksiyonundan korunmada yeni nesil
rekombinant vektor asilar ve inaktif polivalan asilar gelistirilmektedir (Batten ve ark.,
2008; Modumo ve Venter, 2012 ve Monaco ve ark., 2006).

BTV’ ye kars1 inaktif as1 kullanimi1 2005 yilinda Fransa’da koyunlara BTV-2 ile
hazirlanan as1 ile yapilmistir. 2005-2006 yillarinda monovalan olarak hazirlanan BTV-
4 ve bivalan olarak hazirlanan BTV-2, 4 Fransa, Ispanya, Portekiz ve italya’da
kullanilmistir (Rodriquez-Sanchez ve ark., 2008). Daha sonralar1t BTV-1, 9 ve son
yillarda ise BTV-8 kullanilmaktadir (Wilson ve Mellor, 2009). inaktif asilarin
kullanilmastyla canli asilardan kaynakli riskler azaltilmistir (Roy ve ark., 2009).
Inaktif agilarm etkili bir koruma saglayabilmesi i¢in adjuvan kullanilmasi ve iki defa
uygulanmas gerekmektedir. Inaktif asilar giivenli kullanilabilir olsa da, immunitenin
kisa stireli olusu ve serotip spesifik olmalar1 nedeniyle her serotip i¢in ayr1 hazirlanma

zorunlulugu gibi dezavantajlara sahiptirler (Rogan ve Babiuk, 2005).

Son yillarda VP2 ve VPS5 gibi yapisal proteinler kullanilarak rekombinant vektor
asilar denenmektedir. Bu proteinler sentetik olarak iiretilmekte ve virus benzeri
partikiil (VLP) olarak degerlendirilmektedir. Bunlar viral niikleik asit igermediginden
enfeksiyoz degildirler. VLP’ler yapisal olmayan (NSP) proteinler icermediginden asili
ve asisiz hayvanlarin ayrimi (DIVA) miimkiin olabilmektedir. Bu rekombinant asilarin
ucuz olmasi, DIVA 6zelliginin var olmasi, ¢oklu serotipleri igermesi ve tek doz
kullanimda uzun siireli koruma saglamasindan dolay1 tercih edilmektedir (Boone ve
ark., 2007). Rekombinant vektor asi gelistirilmesinde capripox, canarypox, Bovine
Herpes Virus 4, Vaccinia virus vektor olarak kullanilabilmektedir (Boone ve ark., 2007
ve Franceschi ve ark., 2011). Canarypox virus vektorii kullanilarak sentetik VP2 ve
VPS5 kullanilarak yapilan asilama sonrasi koyunlarda yiiksek diizeyde antikor
olugmustur. Yine VP2, VP5, NS1 ve NS3 kodlayan replikatif canarypox virus vektor
asilar1 koyunlarda kullanilmis ve yeteri diizeyde antikor olustugu tespit edilmistir
(Perrin ve ark., 2007). Son zamanlarda virus iizerinde replikasyonda 6nemli rolleri
olan bir veya daha fazla genin ¢ikartilmasiyla delesyon mutant asilar gelistirilmektedir.
Bu agilar ile asili ve dogal enfekte hayvanlarin ayrimi yapilabilmektedir (Feenstra ve

ark., 2014).
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Enfekte sigirlarin kanlarinda etken 100 giin persiste kalabildiginden dolay1
sigirlar bu enfeksiyonda rezervuar olarak rol oynarlar. Bu hayvanlarda tespit
edilebilecek olan serotipe spesifik asilar iiretilerek asilama sezonunda bu asilarin
kullanilmasi, korunmada 6nemli olabilmektedir; bu hayvanlar sentinel hayvan olarak

BTV i¢in 6nemli bir erken uyar1 sistemini saglamaktadir (Mayo ve ark., 2012).

1.2. Akabane Virus (AKAV) Enfeksiyonu

Akabane (AKA) enfeksiyonu enzootik bovine arthrogriposis hydranencephali
(AH) olarak da bilinmektedir. AKAV sigir, koyun ve kegileri enfekte etmektedir.
Etkilenen hayvanlarda abort, zayif dogum, erken dogum ve AH sendromu gibi
konjenital anomaliler goriilmektedir. Etken Japonya, Israil, Avusturalya, Asya,
Tiirkiye, Kore ve Tayvan’da salgmnlara neden olmustur. AKAV Orta Dogu’da
ruminant populasyonunda endemik olarak degerlendirilmektedir. AKAV enfeksiyonu
da vektorlerle bulasan ve mevsime bagl olarak goriilen hastaliklardan biridir (Taylor
ve Mellor, 1994).

1.2.1. Etiyoloji

AKAV ICTV’nin (2017) belirledigi son taksonomiye gore Bunyavirales
takiminda, Peribunyaviridae familyasinda, Orthobunyavirus genusunda, Akabane
orthobunyavirus olarak adlandirilmaktadir. Bunyavirales takimi temel olarak 9 aile ve

157 tiirden olugmaktadir (Cizelge 1.4).
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Cizelge 1.4. Bunyavirales takiminda yer alan virus aileleri (ICTV, 2017).

Takim Familya Genus Tiir Sayisi
Feraviridae Orthoferavirus 1
Fimoviridae Emaravirus 9
Hantaviridae Orthohantavirus 41
Jonviridae Orthojonvirus 1
Nairoviridae Orthonairovirus 12
. Peribunyaviridae Herbevirus 4
Bunyavirales Orthobunyavirus 48
Phasmaviridae Orthophasmavirus 6
Goukovirus
Phenuiviridae Phasivirus
Phlebovirus 10
Tenuivirus 7
Tospovirus Orthotospovirus 11

AKAV 3 segmentli, negatif polariteli ve tek iplik¢ikli RNA igerir. Elektron
mikroskopta pleomorfik yapida, ¢ift membranli, zarfli ve 90 nm olarak gériilmektedir.
Segmentler Large (L), Medium (M) ve Small (S) olmak iizere ii¢ adettir (Sekil 1.5,
Sekil 1.6). Segmentler yaklasik olarak L: 6,9 kb, M: 4,5 kb, S:1 kb biiyiikliigiindedir.
RNA segmentleri negatif polariteli olmasindan dolayi, RNA pozitif polariteli
mRNA’ya transkribe olmak zorundadir. L segmenti tarafindan RNA’ya bagli RNA
polimeraz (RdRp) kodlanmakta ve RdRp transkripsiyon ve replikasyonu katalize
etmektedir. L proteinin RNA sentezinde biiyiik nemi vardir (Elliott, 2014 ve Obijeski,
1976).

M segmenti 4300 bp uzunlugunda, iki adet zarf glikoproteini (Gn ve Gc) kodlar.
Gn 32-35kDa, Gc ise 110-120 kDa biiyiikliigindedir. Her iki protein de tip 1 integral
proteindir; her iki protein N-baglantili glikolizasyon tarafindan modifiye edilen
proteinler olup, sistein yoniinden zengindirler. Bu glikoproteinler hiicre reseptorlerine
tutunmada gorev almaktadir. Gn virusun insekt hiicrelerine tutunmasinda rol
oynarken, Gc ise virusun memeli hiicrelerine tutunmasindan ve nétralizasyondan
sorumludur. M segmenti ayrica yapisal olmayan m proteini de (nonstructural, NSm)
kodlar. NSm proteini 16-18 kDa biiyiikliigiindedir. Gorevi tam olarak bilinmemekle
birlikte, viral replikasyon sirasinda viral toplanma (assembly) ve morfogenezde rol

oynadig diistiniilmektedir (Eifan ve ark., 2013).
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S segmenti 858 bp uzunlugundadir ve N niikleoproteini ve NSs proteinini kodlar.
N proteini yaklasik 25-30 kDa boyutundadir. Enfekte hiicrelerde iiretilen bu protein,
yiiksek oranda immunojeniktir ve Ozellikle komplementi fikze eden antikorlarin
olusumunu uyarir. NSs ise, 83-109 amino asit uzunlugundadir ve alfa/beta interferon
antagonisti olarak rol oynayarak, konak-protein sentezini diizenlemede yardim eder.
NSs proteini virusun iiremesi i¢in zorunlu degildir. NSs yoksun mutant viruslar hiicre
kiiltiirtinde ve farede iireyebilmektedirler. Bu protein vektdr/konak immun sistem
interaksiyonlarinda rol oynayarak viral patogeneze katkida bulunur. NSs proteini
ayrica apoptosisle de iligkili bulunmustur (Elliott, 2014; Kohl ve ark., 2006; Ogg ve
Patterson, 2007 ve Osborne ve Elliott., 2000).

B
3 Orthobunyavirus
N >
NSs —> | M |
>
Gn/NSm/Gc | L
>
RdRp

Sekil 1.5. Orthobunyaviruslarin virion yapisi (Elliott, 2014).

Sekil 1.6. Orthobunyaviruslarin sematik yapisi (Elliott, 2014).
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S ve M segmentleri, komple dizin analizleri yapilarak karakterize edilmislerdir.
S ve M segmentlerine gore filogenetik analiz sonucunda, AKAV 4 farkli genogrup (I-
IV) ve iki subgruba (Ia ve Ib) ayrilmaktadir. Genogrup la yaygin olarak Japonya ve
Tayvan’da tespit edilmis viruslari, genogrup lb Israil, Tiirkiye ve bazi Japonya
suglarint icermektedir. Genogrup Il ise, yaygin olarak Japonya ve Kore izolatlarini
icermektedir. Avusturalya’da 1968 yilinda tespit edilen B8935 ve R7479 izolat1 ile
1972’de Kenya’da tespit edilen MP496 izolat1 sirasiyla genogrup III ve IV’de yer
almaktadirlar. Genogrup Ia'da yer alan viruslarin genogrup II’den daha giiglii
norovirulens etkisi oldugu bildirilmektedir (Akashi ve Inaba, 1997; Oem ve ark.,
2012a; Yang ve ark., 2008).

1.2.2. Orthobunyaviruslarin Replikasyon Siklusu

Orthobunyaviruslarda virusun hiicreye tutunmasini takiben hiicreye girisi Gn ve/veya
Gc glikoproteinleri ile hiicre ylizey reseptorleri arasindaki iliski ile olmaktadir ancak
reseptorler tanimlanamamistir. Bunyaviruslardan olan Oropschue virus (OROV) ve
Laa Cross Viruslarin (LACV) hiicreye girisi kalatrin-aracili endositosiz ile olmaktadir.
Hiicre i¢ine giren virusun da i¢inde oldugu endositoz vezikiilii asidifikasyon sayesinde

soyulmaktadir (uncooating) (Sekil 1.7).

Orthobunyavirus
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Sekil 1.7. Orthobunyaviruslarin replikasyon siklusu. (Elliott, 2014)
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Daha sonra viral membran ile endozomal membranin fiizyonu gerceklesmektedir.
Viral RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) viral mRNA’nin primer transkripsiyonunu
katalize etmektedir. Takiben viral mRNA translasyonu ger¢eklesmektedir. Virus
tiretilmesi i¢in negatif viral segmentler (genomic RNA), pozitif viral segmentlere
(antigenomik RNA) doniismektedir. Gn ve Gc insersiyonu araciligiyla olusan
riboniikleoproteinler golgi kompleksinin membranina tasinmakta ve golgi membrant
ile iligkili virus partikiilii tomurcuklanmaktadir. Virus partikiilii iceren golgi vezikiilii
hiicre yiizeyine tasinmakta ve vezikiil membrani plazma membrani ile etkilesim
sonucunda enfektif virus partikiilii aktin filamentleri araciligiyla hiicreden serbest

kalmaktadir (Elliott, 2014).

1.2.3. Epidemiyoloji

1.2.3.1. Konake1 Arahg

AKAYV enfeksiyonu Oncelikle koyun, ke¢i ve sigir gibi evcil ruminantlarda
goriilmektedir. Ayrica virus deve, at, domuz ve rat gibi deney hayvanlarin1 da enfekte
etmektedir. AKAYV varlig1 insanlarda rapor edilmemistir. Etiyopya’da abort problemli
olan develerde, AKAV %46 oraninda bulunmustur (Meleku ve ark., 2016). Tayvan’da
domuz populasyonundan AKAYV izolasyonu yapilmis ve izolat NT-14 elde edilmistir.
NT-14 susunun oronasal yolla domuzlar1 enfekte edebilecegi bildirilmektedir.
Tayvan’da domuzlarda AKAYV seroprevalansi da %75 oraninda bulunmustur (Huang
ve ark., 2003). Cin, Endonezya, Myanmar ve Vietnam’da yetistirilen bir rodent tiirii
olan Bamboo ratlarinda da AKAV enfeksiyonu bildirilmistir. Cin’de 2013, 2014 ve
2016 yillarinda yeni dogan ve erigkin ratlarda olusan liimlerin nedeni olarak AKAV

genogrup la sorumlu tutulmustur (Tang ve ark., 2017).
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1.2.3.2. Bulasma

Orthobunyaviruslarin ¢ogu sokucu ve Culicoides gibi kan emici sineklerle
tasinmakta ancak bazilar1 kene ve boceklerle de tasiabilmektedir. AKAV prototipi
olarak JAGAr39 susu 1959’da Japonya’da Aedes ve Culex tiirii sineklerde tespit
edilmistir (Oya ve ark., 1961).

AKAV’1 Culicoides tiirlerinden Afrika’da C.milne ve C.imicola, Japonya’da
C.oxystoma, C.punctatus, C.maculatus ve C.jacobsoni; diger Asya iilkeleri,
Avustralya ve Ortadogu’da C.oxystoma tasimaktadir. Yapilan c¢aligmalarda
C.variipennis, C.nubeculosus AKAV’a duyarli bulunmustur (Al-Busaidy ve Mellor,
1991; Jennings ve Mellor, 1989 ve Kurogi ve ark., 1987). Avustralya’da AKAV primer
vektori olarak C.brevitaris bildirilmistir. Ayrica AKAV, Japonya’da Aedes vexans ve
Culex triaeniorhynchustan ve Kenya’da Anopheles fenestudan izole edilmistir.
Avustralya’da bulunan C.nubeculosus ve C.varripennisin de virus replikasyonunu
destekledigi bildirilmektedir (Kurogi ve ark., 1987; Metselaar ve Robin, 1976; Morag
ve ark., 2012 ve Yanesa ve ark., 2005).

1.2.3.3. Cografik Dagilim

Yapilan arastirmalarda AKAV enfeksiyonu Orta Dogu’da, Japonya, Kore, Israil,
Tirkiye, Cin, Sudan, Kenya, Avustralya, Asya ve Amerika’da yaygin olarak
goriilmektedir (Taylor ve Mellor, 1994). Japonya’da 1972-1975 yillarinda AKAV’a
bagli salginlar olusmus ve konjenital anomalili yaklagik 31.000 vaka bildirilmistir. Bu
salginlar sigir yetistiriciligi endiistrisinde ciddi ekonomik kayiplara neden olmus ve
sigir fotuslarindan OBE-1 susu izole edilmistir (Kurogi, 1976). Ayni sekilde Kore’de
de 1988-1990; 2002-2006 yillarinda biiyiik salginlar olusmustur (Shin ve ark., 2009).

Kore'de yaslar1 4-72 aylik olan yaklagik 500 sigirda klinik olarak lokomotor
ataksiler, tremorlar ve asir1 duyarhilikla karakterize norolojik bozukluklar tespit

edilmis, yapilan molekiiler ¢alisma sonucunda genogrup I ve genogrup II’de (ON-
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2/E/94 ve KSB-4/P/95) yer alan AKAYV suslar1 belirlenmistir. Yine Kore’de 2006-
2008 yillarinda kurulan 151k tuzaklarindan toplanan Culicoideslerde nested RT-PCR
ile AKAV (%1,44) tespit edilmistir (Shin ve ark., 2009). Israil’de 2001 yilinda yapilan
bir ¢alismada 116 1s1k tuzagi kurulmus ve toplanan C.imicolalardan AKAYV tespiti
yapilmistir (Stram ve ark., 2004). Cin’de yapilan bir ¢alismada, 2006-2015 yillari
arasinda asisiz ve 6 ayliktan biiylik olan 2215 sigir, 374 yak, 129 koyun ve 13 keci
serum Ornegi test edilmis, sigirlarda %21,3 (471/2215), koyun ve kegide %12 (17/142)
oraninda seropozitiflik tespit edilmis, yaklar ise negatif bulunmustur (Wang ve ark.,
2017). Irak’ta yapilan bir ¢alismada AH sendromlu 42 buzagidan alinan serum
orneklerinin hepsi AKAV yoniinden ELISA ile pozitif bulunmustur (Alsaad ve ark.,
2017).

Yukarida bildirilen ¢alismalara bakildiginda AKAV varliginin 6zellikle Asya
tilkelerinde yaygin oldugu, zaman zaman salginlara neden olabildigi goriilmektedir.
Virusun tagsinmasinda etkili olan Culicoides tiirlerinin zaman iginde iilkeden {ilkeye

farklilik gosterebildigi izlenmektedir.

Tiirkiye’de ise AKAV enfeksiyonuna ait ilk veri Haziroglu (1987) tarafindan
1985 yilinda Antalya ve Igel illeri ¢evresinde klinik olarak kérliik ile dikkati ¢eken
anomalili buzagi dogumu olgularinda serolojik olarak ortaya konulmustur. Cabalar ve
Dagalp (2000) Giineydogu Anadolu bolgesinde yaptiklar: bir ¢alismada 465 sigir kan
serum orneginde %13,70 (64/465) AKAV ve %25,8 (120/465) BTV seropozitifligi
tespit etmislerdir. Ozgiinliik (2003) Giiney Dogu Anadolu Projesi (GAP)
kapsamindaki illerde yaptig1 calismada AKAV enfeksiyonunun seropozitiflik oranini
%27,98, Karaoglu ve ark. (2007) ise Trakya bolgesinde %0,14 olarak bulmuslardir.
Albayrak ve Ozan, (2010) Orta Karadeniz bolgesinde yaptiklar1 bir ¢aligmada
arboviral enfeksiyonlarin varligini aragtirmislar ve AKAV’1n oranini sigirlarda %22,
koyunlarda ise %0,5 olarak bulmuslardir. Ozgiinliik ve ark. (2013) Aydm ili ve
cevresinde yaptiklar1 bir calismada AKAV enfeksiyonunun seropozitiflik oranini
%09,72 olarak belirlemislerdir. Kars yoresinde yapilan bir ¢aligmada molekiiler olarak
AKAV tespit edilememesine ragmen, serolojik olarak sigirlarda %2,13 (8/376)
oraninda pozitiflik tespit edilmistir (Yildirim ve ark., 2015). Pestil (2014) de Marmara
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bolgesinde yaptigi ¢alismada AKAV antikor varligimi  %0,08 (1/1200) oraninda
bulmustur. Oguzoglu ve ark. (2015) Hatay ve Aydin’da aborte keg¢i fotuslarinda
AKAV niikleik asit varligini tespit etmisler ve virus filogenetik agagta genogrup II’ye
yakin olarak bulunmustur. Sevik (2017a) 2015 EKim-2016 Ocak aylarinda Antalya,
Burdur ve Isparta’da 301 koyundan kan 6rnegi ve 87 aborte koyun foétusu almustir.
Serum Orneklerinde AKAV’a karst %44,9 oraninda seropozitiflik (135/301)
bulmustur. Toplanan aborte fotuslarda viral RNA tespit etmis ve filogenetik analiz
sonucunda 6rneklerin genogrup 1b de yer aldigini bildirmistir. Ayrica Antalya’nin bazi
ilgelerine kurulan 1s1ik tuzaklarindan Culicoidesler toplanarak yapilan tiir tayini
sonucunda C.imicolada AKAV niikleik asit varligini tespit etmistir (Sevik, 2017a ve
Sevik, 2017b).

1.2.4. Klinik ve Patogenez

Orthobunyaviruslar 6zellikle merkezi sinir sistemini etkilemektedir. Gebeligin
erken donemlerinde abortlara, gebeligin orta ve ge¢ donemlerinde AH sendromuna
neden olmaktadir. En sik goriilen bulgular arthrogripposis, torticolis, skoliozis,

brachygnathism, hydranencephali ve hydrocephalusdur.

AKAV enfeksiyonunda viremi 1-6 giin siirmektedir, antikor olusumunun
ardindan virus kandan elimine edilmektedir. Virus gelismekte olan fotuslarda uzun
stire persiste kalabilmektedir. Duyarli memelilerde enfeksiyonun ortaya g¢ikmasi
hayvanin yasina ve gebelik durumuna gore degismektedir. Endemik bolgelerde
cogunlukla gen¢ hayvanlar maternal antikorlarin etkisi azaldiktan sonra yasamlarinin

ilk yillarinda enfekte olmaktadirlar (Kirkland, 2015).

Dogum sonrasinda birgok AKAV susu ¢ogunlukla asemptomatik enfeksiyona
neden olmaktadir. AKAV gelismekte olan fotuslar i¢in teratojenik potansiyeli olan bir
virustur. Fétuslarda AH sendromu ve merkezi sinir sistemi etkileri sonucu anomaliler
olusabilir. Virus ile enfekte sineklerin duyarli hayvanlart 1sirmasini takiben virus kas

dokuya girer ve hizli bir replikasyona ugrayarak yiiksek bir viremiye ulasir. Daha

26



sonra birgok organa ve kan yoluyla kan beyin bariyerini gegerek merkezi sinir sistemi

ve hedef noronlara gecer (Elliott, 2014).

Gebe hayvanlar1 insekt vektoriin 1sirmasinin ardindan yaklasik 4 giin viremi
stirer ve klinik belirti gostermeksizin virus plasentaya gelerek trofoblast hiicrelerinde
replike olarak fotusu enfekte eder. Cogu tiirlerde gebeligin orta doneminde virus etkili
olmaktadir. Kiigiik ruminantlar gebeligin 28-56. giinlerinde, sigirlar 3-6. aylarda
enfeksiyona duyarhdirlar. Gebeligin son donemlerinde anomaliler diisiik oranda
sekillenmektedir (Uchida ve ark., 2000). Koyun ve kegilerde gebelik siiresi ve
duyarlilik periyodu kisa oldugundan, ¢ogunlukla ayak ve beyindeki defektler kombine
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Koyun ve kegilerde merkezi sinir sistemi etkilenmesine ek
olarak pulmoner hipoplazi de sekillenebilmektedir (Jeong ve ark., 2017 ve Oem ve
ark., 2012a).

Sigirlarda 6nemli defektler beyin ve spinal kordda meydana gelmektedir. iskelet
kaslar1 olumsuz etkilenmektedir. Beyinde hydranencephali, porensefali olusmaktadir.
AKAV’1n etkiledigi fotuslar genellikle gebeligin 4-6. aylarinda ortaya ¢ikmakta bu
hayvanlar muayane edildiginde, eklemlerde katilasmalar ve hydranencephali
gozlenmektedir. Gebeligin ge¢ doneminde enfeksiyon meydana gelmisse, belirgin
Klinik belirti olarak akut encephalitis ve bacaklarda paraliz sekillenmektedir (Sekil
1.8). Gebeligin 5-6. aylarinda etkilenmisse, buzagilar AH sendromlu olarak
dogabilirler. Gebeligin yaklasik 6. ayindaki enfeksiyonlarda bir bacakta, bir ya da iki
eklem etkilenebilir. Orta derecede etkilenen buzagilar canli dogabilir ve yasamini

surdurebilirler.

AKAV eriskinlerde genellikle asemptomatiktir ancak Iriki susu gibi bazi AKAV
suslar1 erigkin sigirlarda encephalitise neden olabilir. AKAV'in saha izolatlari arasinda
antijenik ve patojenik farkliliklar vardir (Akashi ve Inaba,1997; Akashi ve ark., 1997,
Miyazato ve ark., 1989 ve Ogawa ve ark., 2007).
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Sekil 1.8. AKAV enfeksiyonuna bagli tortikollis ve eklemlerde arthrogripozis olgusu (Alshaad, 2017).

1.2.5. Teshis

Enfeksiyonun klinik tanisinda abortlar, anomalili dogumlar AKAV’1 diisiindiirse

de, laboratuvar teshisi gereklidir.

Viral teshis i¢in aborte fotusa ait dokular, kotiledon, vajinal swap ve viremi
safhasinda ise kan énemli materyaller olarak kabul edilmektedir. Olen hayvanlardan
alman beyin, karaciger, bobrek, dalak gibi organlarda immunohistokimyasal
yontemlerle AKAV tespit edilebilmektedir (Akashi ve Inaba, 1997; Akashi ve ark.,
1997; Haligiir ve ark., 2014; Ogawa ve ark., 2007 ve Oluwayelu ve ark., 2016).

AKAV enfeksiyonunun tanisinda giiniimiizde yaygin olarak RT-PCR teknikleri
kullanilmaktadir. Real Time RT-PCR diisiik miktardaki viral genomu tespit etmede
onemlidir. Viral RNA virus inokulasyonundan 2 giin sonra tespit edilebilmektedir.
Virusun molekiiler tespiti icin N geninin tespitine yonelik yapilan bir¢ok ¢alisma
vardir (Akashi ve ark., 1997; An ve ark,. 2010 ve Yanase ve ark., 2005).

Ayrica tanida, immunohistokimya, immunfloresan, hemagliitinasyon inhibisyon

testi, komplement fikzasyon, agar jel presipitasyon, ELISA, VNT ve virus izolasyon
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teknikleri de kullanilmaktadir (Akashi ve ark., 1999; Haligiir ve ark., 2014; Miuray ve
ark., 1974 ve Tsuda ve ark., 2004).

Virusun viremi safhasi kisa oldugu i¢in sigirlarda genellikle subklinik seyreder
ve kandan hizlica temizlenir; bu yiizden kandan virus izolasyonu zordur (Stram ve
ark., 2004). Virus embriyolu tavuk yumurtasi (ETY), fare, hamster gibi deneme
hayvanlarinda iretilebilmektedir; deneme hayvanlarinda oliim ya da konjenital
anomaliler olusabilmektedir (Akashi ve ark., 1997; Kirkland, 2015; Ogawa ve ark.,
2007 ve Yang ve ark., 2012).

Serolojik tanida VNT “Gold Standard” olarak kabul edilmektedir. Ancak bu
yontem pahali ve zaman isteyen bir yontemdir. VNT ile antikor titresi %’ iin iistiinde
olanlar pozitif olarak kabul edilmektedir. Ticari ELISA Kkitleri mevcuttur ve

uygulamasi kolay oldugundan VNT' ye alternatif bir yontem olarak kullanilmaktadir
(Kittelberger ve ark., 2013).

1.2.6. Koruma ve Kontrol

Yeni dogan yavrularin kolostrum almasi ¢ok 6nemlidir. Eger anne AKAV
antikora sahip ise, kolostrum araciligiyla maternal antikorlar yavruya ge¢mektedir.
Maternal antikorlar ortalama olarak 5-8 ay etkili olabilmektedir. Maternal antikorlarin
etkinligi annenin antikor diizeyine, alinan kolostrum miktarina ve buzagi tarafindan
emilebilmesi gibi birgok faktore baghdir (Edi ve ark., 2017).

Kiiresel 1sinma Culicoides gibi vektorlerin dagilimini ve AKAV gibi vektorle
bulagan hastaliklar1 6nemli oranda etkilemektedir. Bu nedenle hastaliga kars1 alinacak
tedbirlerin basinda vektor miicadelesi gelmektedir. Vektor kontrolii amaciyla, insekt

kovucular ve insektisidler kullanilarak kisa vadeli 6nlem alinabilir (Kirkland, 2015).

Asilama programlart hastaligin endemik oldugu bolgelerde uygulanmaktadir.

Asilamalarin diger vektorle bulasan hastaliklarda oldugu gibi, vektor aktivitesinden
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once duyarli hayvanlara yapilmasi Onerilmektedir. Hastaligin endemik oldugu
Japonya ve Kore’de canli ve inaktif asilar kullanilmaktadir (Jeong ve ark., 2017; Kim
ve ark., 2011; Ogawa ve ark., 2007 ve Tsutsui ve ark., 2009). Kore’de Aino, AKAV
ve Chuzan virusa karsi inaktif trivalan as1 gelistirilmistir. Gebe hayvanlarda da
kullanilabilmektedir (Oem ve ark., 2014). Baz1 iilkelerde kullanilan AKAV asilar
genogrup II’yi igcermektedir; ancak AKAV hastaliginin miicadelesinde, tiretilen
asilarda birgok tilkede sirkiile eden genogrup la da bulunmalidir (Oem ve ark., 2012b).
Asilanan  hayvanlarda antikor tespitinin  4.giinden itibaren yapilabildigi
bildirilmektedir (Jeong ve ark., 2017).

Arthropod vektdrlerde bovine arboviral genlerin tespiti gibi yillik survey verileri
ile diizenli izleme sistemi gelistirilmesi, Ozellikle mevsime bagli olarak goriilen

hastaliklarin kontroliinde etkili ve 6nemli bir yoldur (Shin ve ark., 2009).

1.3. Schmallenberg Virus (SBV) Enfeksiyonu

SBV enfeksiyonu siit {iretiminde azalma, istahsizlik, ates, abort ve anomalili
yavru dogumlarina neden olan ¢ogunlukla Culicoides tiirii sineklerle tasinan
ruminantlarin 6nemli bir arboviral enfeksiyonudur. Bu hastalik ilk defa 2011 Agustos-
Ekim aylar1 arasinda Almanya ve Hollanda sinirinda goriilmiis ve Frederik Loefler
Enstitiisii tarafindan tanimlanmistir (Hoffmann ve ark., 2012). Hastaligin pestivirus,
Bovine Herpesvirus 1 (BoHV-1), BTV, Food and Mouth Diseases (FMD), Epizootic
Hemorrhagic Disease (EHD), Rift Valley Fever Virus (RVFV) olabilecegi
diigiiniilmiis, yapilan metagenomik analiz sonucu yeni bir virus oldugu ortaya
konmustur. Daha sonra virus Almanya’da Schmallenberg sehrine yakin ¢iftliklerden
toplanan orneklerde tespit edildigi i¢in, Schmallenberg virus olarak adlandirilmistir
(Sekil 1.9). Kasim ayinin sonunda Hollanda’da Animal Health Service tarafindan SBV
enfeksiyonuna bagli ilk konjenital malformasyonlu yeni dogan kuzu vakalar
bildirilmis ve bu hayvanlardan toplanan beyin doku 6rneklerinde SBV izole edilmistir
(Hoffmann ve ark., 2012). Bu hastalik simdiye kadar Almanya, Hollanda, Belgika,

Ingiltere, Fransa, Italya, Liiksemburg, Ispanya, Finlandiya, Danimarka, Estonya,
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Isvigre, Irlanda, Norveg, Isveg, Polonya, Avusturya ve Tiirkiye’de bildirilmistir
(Azkur ve ark., 2013; izzo ve ark., 2016; Larska ve ark., 2013a; Lievaart-Peterson ve
ark., 2015; Rodriguez-Prieto ve ark., 2016 ve Lechner ve ark., 2017).
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Sekil 1.9. Schmallenberg sehrinin Almanya’da yerlesimi (Esteves, 2012)

1.3.1. Etiyoloji

Etken Bunyavirales takiminda, Peribunyaviridae familyasinda Orthobunyavirus
genusunda yer almaktadir (ICTV, 2017). SBV tipik Bunyaviruslarin yapisini
gostermektedir. Virus zarfli ve yaklasik 80-120 nm biiyiikliigiinde tek iplikgikli,
negatif polariteli ve 3 segmentli RNAya sahiptir. Segmentler Large (L), Medium (M)
ve Small (S) olmak {izere 3 adettir (Sekil 1.10). Her bir segmentin farkli gorevleri
vardir (Hoffmann ve ark., 2012).

L segment RNA-dependent RNA polimeraz (RdRp) kodlar, M segmenti ¢ok
degisken bir bolgedir. NSm ve Gn-Gc kodlar, bunlar viral adezyon ve hiicre fiizyonu
ile iliskilidir. Gc viral partikiiliin yiizeyinde bulunur ve nétralizan antikorlardan
sorumludur. S segment N proteini ve NSs proteini kodlar. N proteinin temel gorevi
viral genomu sarmalamak, viral RNA transkripsiyonu ve replikasyonda rol

oynamaktir. N proteini enfekte hiicrelerde en fazla bulunan proteindir. (Sekil 1.11) Bu
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nedenle molekiiler ve serolojik caligmalarda en g¢ok hedeflenen proteindir. Son
zamanlarda iiretilen rekombinant SBV-N proteinine kars1 iiretilen monoklonal antikor

serolojik arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir (Wernike ve ark., 2014).

NSs proteini virusun memeli ve insekt hiicrelerinde iiremesi i¢in zorunlu
degildir. Memeli hiicrelerinde NSs konak hiicre protein sentezinin durdurulmasinda ve
interferon iiretiminde rol oynar (Izzo ve ark., 2016; Kraatz ve ark., 2015 ve Wernike
ve ark., 2014).

S segmentine yoOnelik ¢ok sayida calisma bulunmaktadir ancak L ve M
segmentine yonelik ¢aligsmalar sinirli sayidadir. SBV S segmenti yoniinden Shamando
virusa (SHAV), M segmenti yoniinden ise Shautuperi virus (SATV) ve Douglas virusa
benzemektedir. L segmenti yoniinden de SHAV’a benzemektedir. Bu verilere gore
SBV’nin M segmenti SATV’dan L ve S segmenti ise SHAV’dan koken alarak yeni
bir virus olarak ortaya ¢ikmistir. S segmentine gore yapilan filogenetik analiz sonucu
SHAV’a yakin bulunmus ve SHAV-like virus olarak adlandirilmistir (Goller ve ark.,
2012; Hoffman ve ark., 2012 ve Yanase ve ark., 2012).

SATV yaklagik 30 yil 6nce Nijerya ve Hindistan’da ortaya ¢ikmistir. 1960’1
yillarda Nijerya’da SHAV sigir ve Culicoideslerden izole edilmistir. SATV 1998°de,
SHAYV ise 2002’de Japonya’da Culicoideslerde tekrar bildirilmistir (Goller ve ark.,
2012; Bouwstra ve ark., 2013). Orthobunyaviruslarda reassortment olay1 sik
goriilmektedir. Ornegin insanlarda atesli hastaliga neden olan Ngari virus, Batai ve
Bunyamwera virusun reassorttantt olarak ortaya ¢cikmustir (Briese ve ark., 2006).
Tinaroo virus (TINV) AKAV’dan kdken almistir. SATV ve SHAV, Afrika ve Asya’da
benzer cografik bolgelerde bulunmakta ve ayni vektorlerle tagsinarak, ayni konakgilar
enfekte etmektedir. SHAV ruminatlarda 6nemli rol oynar ancak Avrupa’da daha
onceleri hi¢ goriilmediginden Schmallenberg virus olarak adlandirilmistir (Hoffman
ve ark., 2012; Naslund ve ark., 2014 ve Yanesa ve ark., 2012).
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Sekil 1.10. Schmallenberg virusun virion morfolojisi (Wernike ve ark., 2014).
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Sekil 1.11. Schmallenberg virusun genom yapisi (Hechinger, 2015).

1.3.2. Epidemiyoloji

1.3.2.1. Konake¢1 Arahg:

SBV enfeksiyonu oOncelikle koyun, ke¢i ve sigir gibi evcil ruminantlarda
goriilmektedir. Ancak bizon, alpaka, bufalo, geyik gibi yabani hayvanlarda da tespit
edilmistir. Isve¢’de kdpeklerde serolojik olarak tespit edilmistir. interferon reseptdorii
olmayan farelerin de SBV’ye duyarli oldugu gosterilmistir. SBV ile etkilenmis

bolgelerden alinan insan kan 6rneklerinde SBV’ye rastlanmamistir (Ducomble ve ark.,
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2012; EFSA, 2012; Hoffmann ve ark., 2012; Sailleau ve ark., 2013; Wensman ve ark.,
2013 ve Wernike ve ark., 2012).

Yabani hayvanlarda yapilan g¢alismalarda SBV yoniinden %30’un iizerinde
seropozitiflik belirlenmis ve vektor sezonunda seroprevalansta artis gozlemlenmistir.
Rakim olarak degerlendirildiginde ise, rakimi 800 m'ye kadar olan bolgelerde
pozitiflik yiiksek iken 800-1500 m olan bdlgelerde diisiik oranda bulunmustur. Ancak
Culicoidesler 4500 m rakima kadar yasayabilmektedir. Ozellikle daglik bolgelerde
yasayan tiirlerde SBV daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Bu anlamda yabani
hayvanlarin evcil hayvanlar i¢in risk teskil edebilecegi de wvurgulanmaktadir

(Kaufmann ve ark., 2012; Rossi ve ark., 2013 ve Rossi ve ark., 2017).

1.3.2.2. Bulasma

SBV’nin bulagsmasi da diger orthobunyaviruslarda oldugu gibi Culicoidesler
araciligiyla olmaktadir. C.imicola italya’nin Sardinya bolgesinde ana vektdr olarak
degerlendirilmektedir (Izzo ve ark., 2013). Belgika, Hollanda, Polonya ve
Danimarka’da SBV vektorii olarak C.obsoletus kompleks bulunmustur. C.punctatus,
C.chipterus, C.pulicaris, C.circumscriptus, C.riethi de SBV vektorii olarak belirlenen
diger tiirlerdir. Kan emen sineklerde SBV’nin transovariyal tasinimi, ruminantlarda
akut enfeksiyonun olmadigi zamanda bile virusun sinekte tespit edilmesi agisindan
onemli olup, virusun sinekte kisladigini gostermektedir (Goffredo ve ark., 2013;

Larska ve ark., 2013b; Rasmussen ve ark., 2012 ve Regge ve ark., 2012).

SBV’nin tagmmmasinda diger sokucu sineklerin roliiniin arastirildigi bir
caligmada Almanya’nin 17 bolgesinden toplanan Culex pipines, Aedes vexans gibi
sivrisineklerde SBV yoniinden pozitiflik tespit edilememistir (Wernike ve ark., 2014).

SBV transplasental gecis ile vertikal olarak bulagsmaktadir. Boga semenlerinde
viral genom tespit edilmis ve suni tohumlama ile enfekte bogalardan disi sigirlara

aktarilabilecegi bildirilmistir (Hoffmann ve ark., 2013). Bu nedenle Avrupa’da
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sigirlar, koyun ve kecilerden alinan sperma ile embriyo transferinde SBV igin
siirlamalar getirilmis; verici hayvanlarin SBV’den ari olmasi sarti konulmustur.
Rusya, Ukrayna, Kazakistan, Misir ve Meksika enfeksiyonun goriildiigii tilkelerden
embriyo ve sperma transferini durdurmuslardir. Direkt olarak horizontal nakil
bildirilmemistir. Oro-nasal yolla virus inokule edilen koyun ve kegilerde enfeksiyon
olusmamustir (Pawaiya ve Gupta, 2013 ve Wernike ve ark., 2014).

Ayrica SBV ile kontamine bazi biyolojik {irtinler (as1, ticari serumlar gibi)
ruminantlarda serokonversiyona ve hatta salginlara neden olabilmektedir (Zhai ve ark.,
2017).

1.3.2.3. Cografik Dagilim

SBV enfeksiyonu iilkemizde, Almanya, Hollanda, Belgika, 1ngiltere, Fransa,
Liiksemburg, Italya, Ispanya, Danimarka, Isvicre, Isveg, Avusturya, Finlandiya,
Polonya, irlanda, Norveg, Cek Cumhuriyeti, Estonya, Macaristan, Slovenya,
Hirvatistan, Litvanya, Yunanistan, Rusya, Sirbistan, Romanya gibi bircok Avrupa
iilkesinde bildirilmistir (Azkur ve ark., 2013; Izzo ve ark., 2013; Larska ve ark., 2013a;
Lievaart-Peterson ve ark., 2015; Rodriguez-Prieto ve ark., 2016 ve Lechner ve ark.,
2017).

Almanya’da 2011 yilinda ilk defa ortaya ¢ikan SBV enfeksiyonu Avrupa’da
hizl bir sekilde yayilmistir. Takip eden yillarda da, Almanya’da erigkin sigirlarda yeni
SBV vakalar1 gériilmiistiir (Wernike ve ark., 2014). Almanya’da yapilan bir ¢alismada
SBV siipheli 12 kuzu ve 20 buzagida periferal organlarda PCR ile pozitiflik
bulunmustur. Etkilenen hayvanlarda orta derecede muskuler hipoplazi tespit edilmis;
miyositlerin yerini adipoz doku almis ve fibrosis olugsmustur. Yapilan bu ¢aligmanin
sonucunda virusun periferal doku ve organlar1 da etkiledigi anlagilmaktadir (Seehusen
ve ark., 2014). Hollanda' da 80 kuzu, 1301 buzag1 ve 65 oglaktan alinan toplam 2166
beyin drnegi test edilmistir. Kuzu beyinlerinde %29, buzagi beyinlerinde %14 ve keci
beyinlerinde %9 oraninda RT-PCR ile pozitiflik tespit edilmistir. VNT ile yapilan
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serolojik arastirmada ise koyunlarda %92, ineklerde %96 ve kegilerde %43 oraninda
seropozitiflik belirlenmistir (Bouwstra ve ark., 2013). Hollanda’da daha sonra yapilan
calismalarda da (Peperkamp ve ark., 2015 ve Veldhuis ve ark., 2013) enfeksiyonun
yayginlig1 ortaya konmustur.

Belgika’da Haziran- Eyliil arasinda 81 koyun isletmesinden 501 serum 6rnegi
toplanmis ve toplanan serumlarda Haziran ayinda %25, Temmuz ayinda %30, Agustos

aymda %46 ve Eyliil ayinda %61 seropozitiflik bulunmustur (Sohier ve ark., 2017).

Tiirkiye’de yapilan retrospektif bir ¢alismada 2006-2012 yillarinda toplanan
1362 serum 6rnegi ELISA ile kontrol edilmis ve hastaligin seroprevalansi sigirlarda
%39,8, koyunlarda %1,6, kecilerde %2,8, mandalarda %]1,5 tim hayvanlar bazinda
ortalama ise %24,5 olarak bulunmustur (Azkur ve ark., 2013). Yapilan baska bir
calismada, aborte sigir ve koyun fotusunda PCR ile viral niikleik asit tespiti yapilmis
ve dizin analizi sonucunda Avrupa’da seyreden virus ile benzerlik gosterdigi ortaya
konulmustur (Yilmaz ve ark., 2014). Kirikkale ilinde yapilan bir ¢aligmada toplam
1038 hayvan 6rneklenmis ve drneklenen hayvanlarin %0.38’inin (4/1038) SBV 6zgiil
antikorlar1 yoniinden pozitif oldugu belirlenmistir (Macun ve ark., 2017). Kirikkale
bolgesinde Tonbak ve ark. (2016) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada abort
problemli olan siiriilerden alinan 6rneklerde VNT ile seropozitiflik %24,1 (87/360)
olarak bulunmustur. Ayrica ayni calismada PCR ile de pozitiflik bulunmus ve sekans
analizi sonucu Almanya’da 2012’de ortaya ¢ikan SBV ile %99 benzerlik tespit

edilmistir.

1.3.3. Klinik ve Patogenez

Hastalikta inkubasyon periyodu 1-4 giin kadar silirmektedir. Yetiskin
hayvanlarda akut enfeksiyonda ates, anoreksi, genel kondiisyon disiikliigi, siit
veriminde azalma ve ishal goriiliir. Etkilenen hayvanlarda 2-3 hafta i¢inde iyilesme
goriilmektedir. Etken gebe hayvanlarda abortlara, AH sendromlu ve anomalili yavru

dogumlarina, mumifiye fotus, 6lii ya da zayif yavru dogumlarina neden olmaktadir
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(Sekil 1.12) (Varela ve ark., 2013). SBV enfeksiyonu ge¢irmis hayvanlarda siit verimi
normale donememektedir (Lechner ve ark., 2017). Gebe hayvanlarda etkilenen doku
ve organin plasenta, fOtusta ise en c¢ok dalak, cerebrum, spinal kord oldugu

belirtilmektedir (Bilk ve ark; 2012).

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada intrauterin enfeksiyonlarda virusun
fotusta norotropizm gosterdigi belirtilmektedir. Koyunlarda yapilan caligmalarda
virusun gelismekte olan fotus beyin dokusunun noéronlarinda replike oldugu tespit
edilmistir. Malformasyonlar genellikle koyunlarda gebeligin 28-56. giinlerinde,
sigirlarda ise 60-172. giinlerinde olmaktadir (Bessell ve ark., 2014). Koyunlarda
ozellikle gebeligin 28-50. giinleri arasinda olan fGtusun beyin dokusunun virusa
duyarli oldugu belirtilmektedir. Bu dénem plasentomun olustugu ancak kan-beyin
bariyerinin olusmadig1 dénemdir. Bu yiizden virus beyin dokusuna kolay bir sekilde
gelebilmektedir. Koyunlarda kan-beyin bariyeri olusumu gebeligin 50-60. giinlerinde
baglar ve yaklasik olarak 120. giinde tamamlanir (Evans ve ark., 1974). Bu veriler
1s1g¢1inda, sigirlar igin de patogenezde Ozellikle kan-beyin bariyeri gelismeden once
virusun, fotus beyin dokusunu etkileyebilecegi belirtilmektedir (EFSA, 2012; Esteves
ve ark., 2016; Meroc ve ark., 2013; Seehusen, 2014 ve Wernike ve ark., 2014).

Vektor sezonundan sonra SBV sineklerde persiste olarak kalmaktadir. Viral
RNA’nimm kanda tespiti maksimum 6 giindiir. Ancak mesenterik lenf nodiilleri gibi
lenforetikuler dokularda SBV genomu daha uzun siire tespit edilebilir. Deneysel olarak
enfeksiyondan 2-3 hafta sonra nétralizan antikorlar tespit edilebilmekte ve yeni

enfeksiyonlari 6nleyebilmektedir (Wernike ve ark., 2014).

Sekil 1.12. Bir kuzuda SBV’nin neden oldugu AH olgusu (Wernike ve ark., 2014).
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1.3.4. Teshis

Erigkin hayvanlarda belirgin bir klinik semptom olmadigindan klinik olarak
tespit etmek zordur. Ancak abort, anomalili dogum gibi vakalarda SBV enfeksiyonu
diistiniilmelidir. Virus tespiti daha ¢ok molekiiler yontemlere dayanmaktadir. L ve S
segmentine yonelik Real time RT-PCR ve konvansiyonel RT-PCR ile viral genom
tespiti yapilmaktadir. Viremi sathasi kisa oldugu i¢in kanda viral genom tespiti zordur.
SBYV aborte fotusun 6zellikle beyin, spinal kord, plasenta, mekonyum, timus, dalak ve
lenf nodiilleri gibi bir¢ok doku ve organinda PCR ile tespit edilebilir. Yapilan bir
calismada SBV kotiledonlarda %50 (5/10), amniyotik sivida %38,9 (7/18), umbilical
kordda %38,5 (5/18) ve plasentomda ise %33,3 (6/18) oraninda tespit edilmistir
(Martinelle ve ark., 2015).

Malformasyonlu dogumlar veya abort vakalarinda plasental sivilar teshis i¢in en
uygun materyaldir (Bilk ve ark; 2012). Virus izolasyonu i¢in insekt, hamster ve Vero

hiicre kilturleri kullanilmaktadir.

Serolojik olarak ise antikorlar enfeksiyonun 7. giiniinden itibaren tespit edilmeye
baglanmaktadir (Martinelle ve ark., 2015). Antikor tespitinde VNT, indirekt
immunfloresan ve ticari ELISA Kitleri kullanilmaktadir. Ozellikle genis caph
seroepidemiyolojik ¢aligmalarda ELISA teknigi ¢ok avantajlidir. Ancak ELISA
sonuglari, Simbu serogrubundaki diger viruslar ile karisabilir. Bu nedenle VNT ve RT-
PCR gibi ek testlerin yapilmasi onerilmektedir (Wernike ve ark., 2017). VNT gold
standart test olarak kabul edilmektedir. Fétal serumlarda, kalp kaninda ve prekolostral
olarak alinan 6rneklerde antikor tespiti yapilarak enfeksiyonun transplasental olarak
gectigi de ortaya konulabilmektedir (Bilk ve ark., 2012; llchmann ve ark., 2017;
Martinelle ve ark., 2015; Naslund ve ark., 2014; Rodriguez-Prieto ve ark., 2014 ve
Wernike ve ark., 2014).
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1.3.5. Koruma ve Kontrol

Koyunlarda koruyucu bagisikligin 15 ay kadar siirebilecegi belirtilmektedir.
Virusun kandan tamamen temizlenmesi IgM (Immunglobulin M) ve nétralizan
antikorlarin olusmasindan sonra gergeklesmektedir ve bu antikorlar enfeksiyondan 1
hafta sonra olusmaktadir. Enfeksiyondan 2-3 hafta sonra SBV N spesifik IgG
(Immunglobulin G) olusmakta ve 4 hafta sonra ise pik seviyeye ulasmaktadir ve 1
yildan daha fazla koruyuculugu devam etmektedir (Poskin ve ark., 2015). Sigirlarda
ise, dogal enfeksiyon sonucu kazanilan antikorlarin 24-36 ay persiste kaldig

bildirilmistir (Elbers ve ark., 2014; Meroc ve ark., 2013).

Avrupa’da SBV’nin ortaya c¢ikmasindan sonra, Simbu virusla iligkili
AKAV/AINO virusa kars1 lretilen agilarin, SBV’ye karsi spesifik as1 {iretilene kadar
hastaligin kontrolii i¢in kullanilabilecegi diisliniilmiistiir. AKAV/AINO/CHUV’u
igeren trivalant as1 ile agilamadan sonra olusan AKAV ve Aino virus antikorlarinin

SBV’ye kars1 koruma saglamadig bildirilmistir (Hechinger ve ark., 2013).

SBV’ye kars1 bugiine kadar {i¢ ticari asi iiretilmistir. Bu asilarin hepsi de
inaktif/adjuvantli virus asilaridir. Koyun ve sigirlarda 3 hafta arayla iki doz olarak

verildiginde immuniteyi yeterince uyardig1 gosterilmistir (Wernike ve ark., 2013).

Asilamalar, transplasental gegisin 6nlenmesi igin gebelikten 6nce ve vektorlerin
aktivitesi baglamadan Once yapilmalidir. Son yillarda NSs ve NSm proteinleri
cikartilarak yapilan delesyon mutant asilar gelistirilmektedir. Bu asilar sayesinde
dogal enfekte hayvanlarla, agili hayvanlarm ayrimmin (DIVA stratejisi) yapilabilecegi
belirtilmektedir (Kraatz ve ark., 2015).

Koyunlarda gebelik zamanimin senkronizasyonu ile vektorlerin aktif oldugu
donemde koyunlarin gebe kalmasinin engellenmesi asilamanin yani sira etkili bir yol

olarak diistintilebilir (Poskin ve ark., 2015).
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1.4. Culicoidesler Hakkinda Genel Bilgi

Culicoidesler (Diptera: Ceratopogonidae), en kiicilk kan emen sineklerdir.
Vabhsi hayvanlar, ¢iftlik hayvanlar1 ve nadir olarak da insanlar1 enfekte eden patojenleri
tasirlar (Mellor ve ark., 2000). Antarktika ve Yeni Zelanda harig, ekosistemde yaklasik
1400 civarinda Culicoides cinsi kan emici sokucu sineklerin varlig: bildirilmektedir.
Bu tiirlerin 57’sinin Tirkiye’de varligi tespit edilmistir (Dik, 1997). Genellikle disi
vektorler enfekte hayvanlardan kan emerler ve virusun taginmasinda etkili rol oynarlar.
Ergin sinekler giiclii ugucu degildirler; ancak riizgarla bir gecede, 6zellikle deniz

tizerinde birkag yiiz km. pasif olarak gidebilirler (Sellers, 1992).

1.4.1. Culicoideslerin Yasam Dongiileri

Ergin Culicoidesler daha ¢ok nehir ve gol kenarlarinda ve hayvan barmaklarina
yakin yerlerde yasarlar. Culicoides tiirlerinin ¢ogu Omiirleri boyunca bir kez
ciftlesirler. Culicoideslerde ¢iftlesme ugus esnasinda olmaktadir. Disiler, giftlesmeden
sonra konaklardan kan emerler. Bu nedenle disi Culicoidesler kan emebilmek igin

konaklaria yakin yerlerde saklanirlar (Sekil 1.13).

Culicoides tiirlerinin yasamlarini etkileyen faktorler; 1s1, 151k, nem, yagmur,
rliizgar, deniz seviyesinden yiikseklik sayilabilir. Culicoideslere 4500 metre
yiikseklikteki rakimlarda bile rastlanmaktadir (Contre ve ark., 2007 ve Dik, 1997). Bu
sineklerin yasam siklusunun birgok fazina 1s1 etki eder. Mevsime bagl degisiklikler,
ornegin soguk bir kis ya da ¢ok kuru bir yaz olmas1 durumunda, sartlar yilin geri kalan
zamaninda uygun olsa bile vektdr populasyonunu azaltir. Ergin ve larvanin yasamasi
yiiksek kis 1s1sinda miimkiin olabilmektedir. Sineklerin yasamasi igin en az 12,5 °C
gereklidir. Bu durumda 8 ay yasayabilirler (Sellers, 1992). Ancak BTV ve SBV’nin
tasinmasinda ana vektdr olarak rol oynayan C.obsoletus kompleksin 3,5°C de simirli
da olsa aktif oldugu, bu nedenle kisin da yayilmanin siirdiigii, aktif replikasyonun ise
12,5°C’nin iizerinde gergeklestigi bildirilmistir (Wernike ve ark., 2013; Davies ve
Daly., 2013 ve Gubbins ve ark., 2014). Nem oraninin yiiksek olmasi ugus aktivitesi
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tizerine olumlu etki yapmaktadir. Nem oraninin % 50' ye inmesiyle ugus aktivitesinin
azaldig bildirilmektedir (EI Sinnary ve ark., 1985 ve Walker, 1977). Bolgelerin iklim
sartlarina gore Culicoideslere farkli aylarda rastlanmaktadir. Culicoides tiirlerinin
Ozellikle Nisan ve Ekim aylar1 arasinda yogun olarak bulundugu ancak Temmuz ve
Eylil aylar1 arasinda aktivite agisindan pik yaptiklari bildirilmistir (Dik, 1989;
Dzhafarov ve ark., 1976 ve Mellor ve ark., 2000).

Culicoideslerin ugus aktiviteleri tiirler arasinda farklilik géstermektedir. Ancak
s0z konusu sinekler, genellikle alacakaranlikta ugarlar ve ugus aktiviteleri ile birlikte
beslenme aktiviteleri de artar (Dik ve Ergiil 2006 ve El Sinnary ve ark., 1985).
Culicoideslerin aksam, havanin kararmasiyla birlikte aktivite gosterdikleri, gecenin
ilerleyen saatlerine dogru kademeli olarak azalan aktivitelerinin sabah, giinesin
dogusuyla birlikte iyice azaldigi ve buna bagli olarak beslenmelerinin de azaldigi
bildirilmesine ragmen, baz tiirler giinesli saatlerde de konaklardan kan emebilirler.
Culicoidesler kan emmek igin farkli konaklar tercih ederler (Dik ve Ergiil, 2006;
Talevera ve ark., 2017 ve Viennet ve ark., 2013). Ozellikle giin batimindan- giin
dogumuna kadar olan siireg, vektorlerin en aktif oldugu saatlerdir (Dik ve Ergiil,
2006). Bazi viruslar kis boyunca aylarca erkek insekt vektorde enfekte kalabilir ve
disilerle birlesme zamani virusu disilere aktarabilirler. Disiler de hayvanlardan veya
insanlardan kan emerken virusu konakgiya aktarirlar (Allingham ve Standfast, 1990).
Ornegin BTV, daha diisiik 1s1larda sinekte 35 giin persiste kalabilir; genelde kisa bir
kistan sonra gelen ilkbaharda oldugu gibi 1sinin artmasiyla virus sinekte replike olur.
Culicoidesler kii¢iik olduklar1 i¢in genellikle uzun mesafelere ugamazlar. Riizgarla,
hava, deniz ve kara yolculuguyla uzun mesafelere ugabilmekte hatta iilkeler arasinda

tasinabilmektedirler (Elbers ve ark., 2015 ve Murray, 1987).
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Larva stage

Sekil 1.13 : Culicoides tiirlerinin yasam dongiisii (Slame ve ark., 2017).

Sekil 1.14: Eriskin Culicoides morfolojisi

Culicoideslerin  tiir tayini yapilabilmesi i¢in sahadan Culicoidesler
toplanmaktadir. Culicoideslerin toplanmalarinda degisik tip ve farkli 6zellikteki 151k
tuzaklar1 kullanilmaktadir (Sekil 1.15). Culicoideslerin Onderstepoort tip 151k tuzaklari
ile daha fazla toplandiklar1 bildirilmistir (Probst ve ark., 2015). Onderstepoort 151k
tuzaklar1 temel olarak degisik Ozellikte 151k kaynagi, 1s18a gelen Culicoidesleri
¢cekmeye yarayan pille veya elektrikle ¢alisan bir fan ve altta yer alan toplama

kabindan olusmaktadir.

Culicoideslerin tiir tayini, tiirlerin morfolojik 6zellikleri dikkate alinarak
Ozellikle kanatlardaki beneklerinin yapisina gore yapilmaktadir. Son yillarda tiir

tayininde molekiiler g¢alismalardan da faydalanilmaktadir. Culicoides tiirlerinin
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molekiiler teshisleri PCR teknigi ile mitokondrial cytochrome oxidase | geni (COIl)
veya internal transcribed spacer 1,2 (ITS-1, ITS-2) gibi ribozomal RNA genleri ve
carbamoylphosphate synthetase, aspartate transcarbamylase and dihydroorotase
(CAD) genleri hedef alinarak yapilmaktadir (Bellis ve ark., 2013).

MERNTORE
T
mme= I3

Rieb tip tuzak Onderstepoort tip tuzak CDC tip tuzak BG-Sentinel tip tuzak

Sekil 1.15 : Culicoideslerin toplanmasinda kullanilan 1g1k tuzak tipleri (Probst ve ark., 2015).

1.4.2. Vektor Culicoideslerin Diinya ve Ulkemizdeki durumu

Diinyada 1400 Culicoides tiiriiniin yalnizca 50’si etkili BTV vektorii olarak
bilinir. BTV enfeksiyonunun 1998 yilina kadar tropikal ya da sicak bolgelerde (35°S-
45°-50°N’e uzanan) varoldugu diisiiniilirken (Mertens ve ark., 1999) daha sonraki
yillarda daha o6nceleri BTV vektorii oldugu disiiniilmeyen farkli Culicoideslerin
gliney ve giineydogudan gelen BTV serotiplerini Avrupa’ya tasidigi bildirilmistir (De
Liberato ve ark., 2005). Yine daha onceleri BTV enfeksiyonunun tasiyicisi olarak
diisiiniilmeyen C.obsoletus ve C.pulicaris son yillarda Avrupa’da BTV-8’i tagiyan

vektorler olarak goriilmektedir (Wilson ve Mellor, 2009).

C.imicola tim diinyada yaygin olarak bulunmaktadir ve duyarli hayvanlara
BTV’nin taginmasinda en etkin vektorlerden biridir. Giiney Avrupa’da BTV
salginlarinda C.imicola yaygin olarak belirlenen bir tiir olmasina ragmen, Kuzey
Avrupa’da heniiz tespit edilmemistir. Avrupa’da vektor olarak diisiiniilen bir kag tiir
daha vardir; bunlar C.obsoletus, C.pulicaris ve C. dewulfii olarak sayilabilir. Bu tiirler

Avrupa’da yaygin olarak bulunmaktadir ve Avrupa’da BTV yani sira SBV’nin de
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tasinmasinda rol oynamaktadir (Mellor, 1990; Mellor ve Wittman, 2002; Purse ve ark.,
2008; Regge ve ark., 2012 ve Tatem ve ark., 2003).

AKAV’1 Culicoides tiirlerinden Afrika’da C.milne ve C.imicola, Japonya’da
C.oxystoma, C.punctatus, C.maculatus ve C.jacobsoni; diger Asya iilkeleri,
Avustralya ve Ortadogu’da C.oxystoma tasimaktadir. Yapilan c¢aligmalarda
C.variipennis, C.nubeculosus AKAV’a duyarli bulunmustur (Al-Busaidy ve Mellor,
1991; Jennings ve Mellor, 1989 ve Kurogi ve ark., 1987). Avustralya’da AKAYV primer
vektorii olarak C.brevitaris bulunmus, ayrica C.wadai’den izole edilmistir.
Avustralya’da bulunan iki tir C.nubeculosus ve C.varripennisin de virus
replikasyonunu destekledigi bildirilmektedir (Kurogi ve ark., 1987; Metselaar ve
Robin, 1976; Morag ve ark., 2012 ve Yanesa ve ark., 2005). Israil’de 2001 de yapilan
bir ¢aligmada 116 151k tuzagi kurulmus ve C.imicola’dan AKAV tespiti yapilmistir
(ISR-01) (Stram ve ark., 2004).

SBV’nin  bulagmasinda ana vektor olarak C.obsoletus kompleks
diisiiniilmektedir. C.imicola italya’nmin Sardinya bolgesinde SBV’nin ana vektérii
olarak degerlendirilmektedir (izzo ve ark., 2013). Belgika, Hollanda, Polonya ve
Danimarka’da SBV vektorii olarak C.obsoletus kompleks bulunmustur. C.punctatus,
C.chipterus, C.pulicaris, C.circumscriptus, C.riethi de SBV vektorii olarak belirlenen
diger tiirlerdir (Goffredo ve ark., 2013; Larska ve ark., 2013a; Rasmussen ve ark.,
2012 ve Regge ve ark., 2012). Fransa’da ulusal survelans programi gergevesinde
Toplamda 2011 ve 2012 yillarinda 29285 Culicoides toplanmig, C.obsoletus,
C.scoitus, C.dewulfi, C.chiopterus, C.pulicaris, C.new-steadi, C.lupicaris, C.imicola
ve C.nubeculosus tiirlerinde SBV tespit edilmistir (Segard ve ark., 2017).

Belgika’da 2011 yilinda 9 farkli bolgede koyun ve si8ir giftliklerine yakin yerlere
151k tuzaklar1 kurulmustur. Pozitif olan havuzlardan C.obsoletus kompleks, C.dewulfi,
C.chiopterus belirlenmis ve bu tiirler SBV’nin taginmasinda ana vektor olarak
degerlendirilmistir. Ayrica bu ¢alismada C.pulicaris pozitif bulunmus ve bu tiiriin

hastaligin taginmasinda yeni bir vektor olabilecegi vurgulanmistir (Regge ve ark.,
2012).
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Tiirkiye® de yapilan galismalarda simdiye kadar 57 tane Culicoides tiirii tespit
edilmistir (Dik B., 1993, Dik ve Ergiil.; 2006, Dik ve ark., 2012; Dik ve ark., 2014;
Eren ve ark.; 1995, Uslu ve Dik, 2004, Uslu ve Dik, 2010 ve Yilmaz H., 1994).
Akdeniz ve Ege bolgelerinde C.imicola ve C. schultzei kompleks, Orta Anadolu ve
diger bolgelerde C.pulicaris ve C.obsoletus kompleks bulunmaktadir (Dik ve Ergiil,
2006). Dik ve ark. (2010) Hatay bolgesinde bulunan Culicoides tiirleri iizerine
yaptiklar1 ¢alismada 560 Culicoides yakalamiglar ve 15 tiir tespit etmisler,
C.circumscriptus ve C.schultzei kompleksin en yaygin tiirler oldugunu belirtmislerdir.
Dik ve ark. (2014) nin yine Hatay’in da i¢inde bulundugu Akdeniz ve Giineydogu
Anadolu’da birkag¢ ilde yaptiklari g¢alismada, C. schultzei dominant tiir olarak

bulunmus; ayrica C.kibunensis bolgede ilk defa yeni bir tiir olarak identifiye edilmistir.

Arboviral enfeksiyonlarin goriilmesine katkida bulunan en 6nemli etkenler;
diinya genelinde yasanan iklim degisiklikleri, yani kiiresel 1sinmaya bagli olarak s6z
konusu hastaliklar1 tasiyan vektorlerin yagsam alanlarinin genislemesi, yasam
sikluslariin uzamasi ile seyahat, ticaret gibi cesitli sosyal aktiviteleri igeren

antropojenik olarak adlandirilan faaliyetler sayilabilir (Tabachnick, 2010).

Ayrica, segmentli genoma sahip olan bu viruslarda, quasispecies evrimin bir
sonucu olarak gelisen ve virusun vertebrali/invertebrali konakgilar arasinda seri pasaji
sirasinda olusan antijenik drift, ayn1 konak¢ida saha viruslarimin kendi aralarinda
ve/veya ast suslar1 ile olusan reassortmentleri sonucu ortaya ¢ikan farkli
suslar/serotip/genotiplerin varligi da salginlarin goriilmesine katkida bulunan diger

faktorler olarak g6z oniinde tutulmalidir (Bonneau ve Maclachlan, 2004).

Bu enfeksiyonlarin epidemiyolojisinin il/bolge/iilke diizeyinde arastirilmasi,
molekiiler teknikler ile hizl1 ve giivenilir tanisinin yapilabilmesi, serotip/genotip tayini
s6z konusu enfeksiyonlarin kontroliinde reaktif stratejilerin gelistirilebilmesinde
bliylik 6nem tagimaktadir. Hastalik tespitinin yanisira, bu ti¢ hastalik i¢in de ana vektor
olarak rol oynayan Culicoideslerin diizenli surveyansinin yapilmasi bu calismalara

katkida bulunmaktadir. Culicoidesler ile miicadele ve virusa duyarli hayvan
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konakgilarin hastaliktan ve/veya enfeksiyondan korunmasi arboviral enfeksiyonlarin

kontrol altina alinmasinda en dnemli hedeftir.

Tirkiye’de s6z konusu arboviral enfeksiyonlar iizerine yapilan g¢alismalara
bakildiginda, BTV enfeksiyonuna kars1 yiiksek oranda seropozitifligin oldugu ve
farkli serotiplerin bulundugu goriilmektedir (Giir ve ark., 2011; Karaoglu ve ark.,
2012; Kula¢ ve ark., 2016 ve Yildirim ve Yilmaz, 2010). Aym sekilde Akabane
enfeksiyonuna kars1 seropozitiflik boélgeden bolgeye farklilik gdstermektedir
(Albayrak ve Ozan, 2010; Kog ve Erol 2017; Ozgiinliik., 2003, Ozgiinliik ve ark., 2013
ve Pestil, 2014). SBV enfeksiyonuna yonelik iilkemizde sinirli sayida g¢alisma
bulunmaktadir (Azkur ve ark., 2013; Macun ve ark., 2017; Tonbak ve ark., 2016 ve
Yilmaz ve ark., 2014). Bu enfeksiyonlar1 tasidigi disiiniilen Culicoides
tiirlerinin/yaygihiginin arastirildigi calismalar ise ¢ok sinirh sayidadir (Yavru ve ark.,

2009; Sevik, 2017a).

Tiirkiye’de BTV, AKAV ve SBV enfeksiyonlarinin varligina iligskin ¢alismalar
bulunmasina ragmen, Hatay ili ve ¢evresinde bu etkenlerin varligi, yayginligi, bu
hastaliklar1 tasidign disiintilen vektor tirleri ve dagilimlan ile ilgili ¢aligmalar
siirhdir. Hatay ili iklimsel olarak yazlari sicak, kurak ve nemli; kislari 1lik ve yagish
gecmektedir. Hatay ilinin Suriye’ye sinir1t olmasi nedeniyle de sinirlardan illegal
hayvan girislerine bagli olarak bolge bir¢ok enfeksiyona da agik bir konumdadir. Tim
bu iklimsel ve sosyal faktorlerin kombinasyonunun, bolgede Culicoides tiirlerinin
yasamasi/¢ogalmasi ve yayilmasi igin uygun bir ortam yarattig1 ve buna bagh olarak
s0z konusu sineklerle bulasan hastaliklar yoniinden bdlgenin incelenmesinin,
ruminantlarin arboviral enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ve miicadelesi agisindan

degerli verilere ulagilabilmesinde yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu amacla, Hatay ilinde ruminant yetistiricili§i yapilan igletmelerde arboviral
enfeksiyonlardan BTV, AKAV, SBV enfeksiyonlarinin varligi/yayginliginin serolojik
ve molekiiler yontemler ile arastirilmasi amaglanmistir. S6z konusu enfeksiyonlarin
ortak klinik tablolar1 olan abort, 6lii dogum ve/veya anomalili yavru dogumu

olgularinin goriildiigii siiriilerde bulunan yakin zamanda abort, 6lii dogum/anomalili

46



yavru dogumu yapmis sigir, koyun ve keciler ile birlikte barindirilan saglikli
goriiniimlii hayvanlardan kan serumu ornekleri alinmig ve ELISA ile kontrol edilerek
enfeksiyonun seroprevalansinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bunun yani sira klinik
bulgulu hayvanlardan antikoagulanli kan 6rnekleri, vajinal swap, 6len/aborte fotustan
doku 6rnekleri (karaciger, dalak, lenf yumrusu, beyin) alinarak s6z konusu etkenlerin
RT-PCR yontemleri ile viral niikleik asit varlig1 yoniinden arastirilmasi planlanmigtir.
Pozitif olarak belirlenen ornekler dizin analizine alinarak, bolgede sirkiile olan
viruslar, iilkemizde ve diger iilkelerde bulunan viruslar ile AKAV, BTV ve SBV
yoniinden serotip/genotip diizeyinde karsilastirilacaktir. Arastirmada ayrica sz
konusu viruslar1 tasiyan Culicoides tiirlerinin belirlenmesi amaciyla kurulacak
tuzaklardan toplanan sineklerin, tiir ayrimi/yaygmligi yoniinden identifiye
edilmesinden sonra, s6z konusu etkenlerin viral niikleik asit varhigi yoniinden

arastirilmasi hedeflenmistir.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore AKAV, BTV, SBV enfeksiyonlarinin
Hatay ilinde bazi ruminant tiirlerinde hizli ve duyarli tami teknikleri kullanilarak
epidemiyolojilerinin  tespiti/izlenmesi ve vektor tiirlerinin  belirlenmesinin,
enfeksiyonlarin kontrol/eradikasyonuna yonelik olarak yapilabilecek caligsmalarin
onemli bir basamagini gerceklestirmesinin yani sira, bu calismanin uzantisinda
yapilabilecek daha hizli tan1 teknikleri-multiplex PCR gibi-, yeni, daha etkin ve daha
giivenli asilarin gelistirilmesi gibi caligsmalara da 151k tutabilecegi ve elde edilen
sonuglarin bu konuyla ilgili bilimsel bilgi birikimine, ekonomik sigir yetistiriciligine

ve koruyucu hekimlige katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Serolojik ve Virolojik Calismalarda Kullamlan Ornekler

Bu arastirmada 2015-2017 yillar1 arasinda Hatay’in 6 farkli ilgesinde yer alan,
halk elindeki isletmelerde barindirilan abort, 6lii dogum ve/veya anomalili yavru
dogumu olgularinin goriildiigii stiriilerde bulunan yakin zamanda abort, Oli
dogum/anomalili yavru dogumu yapmis 6 ay yasin tizerindeki sigir, koyun, kegiler ve
bu hayvanlar ile birlikte barindirilan saglikli goériiniimlii hayvanlardan serolojik
kontrol amaciyla kan serumu, virolojik kontrol amaciyla ise 16kosit, vajinal swap ve
aborte fotusa ait doku drnekleri (karaciger, dalak, lenf yumrusu, beyin) alindi. Ornek
alinan ilgeler ve drnek sayilar1 Cizelge 2.1°de verildi. Ornek alinan isletmelerde s6z

konusu hastaliklara kars1 asilama yapilmadigina dair isletme sahiplerinden bilgi alindu.

Serolojik kontrol amaciyla 224 sigir, 142 koyun ve 134 ke¢i olmak {izere toplam
500 serum 6rnegi, virolojik kontrol amaciyla toplam 495 16kosit 6rnegi (238 sigir, 119
koyun, 138 kegi), 89 swap 6rnegi (31 sigir, 1 koyun, 57 kegi) ile 15 hayvana ait doku

ornekleri (13 sigir ve 2 koyun) olmak iizere toplam 599 6rnek alindi.

Aragtirmada ayrica, ruminant igletmelerine veya bu isletmelere yakin bolgelere
Culicoides tiirlerinin yakalanmasi i¢in Onderstepoort tip 11k tuzaklari kuruldu. Isik
tuzaklar1 yaz mevsimi baglangici, yaz ortasi ve yaz sonu olmak {izere ii¢ farkli zaman
diliminde kuruldu. Isik tuzaklar1, 6zellikle Culicoides tiirlerinin aktif ugus zamani olan
giin batiminda kuruldu ve ertesi sabah toplandi. Tuzak kurulan ilgeler Sekil 2.1°de
verildi. Tuzaklardaki Culicoidesler kavanozlara konularak, sineklerin alindig1 yer ve

tarih yazilarak her kavanoz etiketlendi.
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Alman serum, EDTA’I1 kan 6rnekleri, vajinal swap ve doku ornekleri soguk
zincir altinda laboratuvara getirildi. Toplanan Culicoidesler ise tiir ve cinsiyet tayini
yapilmak iizere soguk zincir altinda Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali laboratuvarma getirildi ve Selguk Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Bilal DIK tarafindan

sineklerin tiir/cinsiyet tayinleri yapildi.

Cizelge 2.1. Orneklenen ilgelere gére serolojik ve virolojik kontrol amaciyla alinan 6rnekler

ALINAN ORNEKLER
iLCE HAYVAN TORU Serolojik Kontrol Virolojik Kontrol
SERUM LOKOSIT | SWAP DOKU
Sigir 81 81 12 3
Altinozii

Koyun 30 40 - 1

Kegi 98 102 13 -

Sigir 94 108 15 6

Antakya

Koyun 54 53 1 -

Kegi 36 36 - -

Sigir 24 24 = -

Kirikhan

Koyun - 1 - 1

Kegi - - 23 -

Sigir 10 10 4 4

Samandag

Koyun 25 25 - -

Kegi - - - -

Sigir 15 15 - -

Yayladagi

Koyun - - - -

Kegi - - - -

Sigir - - - -

Hassa

Koyun 33 - - -

Kegi - - 21 -
Sigir 224 238 31 13

Genel Toplam Koyun 142 119 1 2
Keci 134 138 57 -

500 495 89 15

599
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Sekil 2.1. Hatay haritasi {izerinde 151k tuzaklar1 kurulan ilgeler. @: Isik tuzaklari kurulan ilgeler.

2.1.2. PCR Tekniginde Kontrol Olarak Kullanilan Viruslar

Real time RT-PCR ve konvansiyonel RT-PCR’da kullanilmak {izere pozitif kontrol
amactyla BTV i¢in Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan
tretilen BTV-4 canli asist kullanildi. AKAV igin Anabilim Dalimiz virus
koleksiyonunda bulunan AKAV kullanildi. SBV igin Prof.Dr. Hiiseyin Yilmaz’dan
(istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali1) temin edilen SBV

yoniinden pozitif olarak tespit edilen 6rnege ait viral RNA kullanildi.
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2.2. Yontem

2.2.1 Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Silikonlu tiiplere alinan kan 6rnekleri 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip,
serumlar1 ayrildi; stok tiiplerine alinan serum 6rnekleri test edilinceye kadar -20°C’de

korundu.

2.2.2. Lokosit Orneklerinin Hazirlanmasi

Antikoagulanli tiiplere alinan kan 6rnekleri 1500 rpm’de, 4°C’de, 10 dakika
santrifiij edildi, daha sonra iistteki plazma tabakasi atilarak alttaki 16kosit tabakasindan
400 pl steril ependorf tiiplere alindi. Geriye kalan ornek ise steril stok tiiplerine
alinarak, test edilinceye kadar -80°C’de sakland.

2.2.3. Doku ve Swap Orneklerinin Hazirlanmasi

Alinan doku 6rnekleri, laboratuvara ulastiktan sonra 1/10 oraninda Phosphate
Buffer Saline (PBS) i¢ersinde homojenizatérde homojen hale getirildikten sonra 4000
rpm’de, 4°C’de, 15 dakika santrifiij edildi. Ust kisim niikleik asit tespitinde
kullanilmak amaciyla, 400 pl steril ependorf tiiplere alindi. Geriye kalan 6rnek steril

stok tiiplerine alinarak, -80 °C’de saklandi.

Swap oOrnekleri vorteksde karistirildiktan sonra tiip igindeki sivi steril tiiplere
alind1 ve 4000 rpm’de, 4°C’de, 15 dakika santriflij edildi. Santrifiij islemi sonunda
niikleik asit varligini arastirmak i¢in 400 pl steril ependorf tiiplere alindi. Geriye kalan

miktar ise, steril stok tiiplerine aktarilarak -80°C’de saklandi.
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2.2.4. Culicoides Orneklerinin Hazirlanmasi

Tiir ve cinsiyet tayini yapilan Culicoideslerden her tiirden 1-100 adet olacak
sekilde havuzlar olusturuldu ve bu havuzlar metal boncuk yardimiyla homojen hale
getirildi. Homojen hale getirilen ornekler 1,5 ml PBS igersinde sulandirildi.
Sulandirilan 6rnekler 4000 rpm de, 4°C’de, 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi

olusan siipernatanttan viral RNA ekstraksiyonu yapildi.

2.2.5. ELISA

Bu amagla ticari olarak temin edilen, BTV i¢in VP7 proteinine karsi olusan
antikorlarin tespiti (Bluetongue Virus VP7 antikor test kit kat.no: P00450-5; IDEXX
Montpellier, Fransa), SBV i¢in niikleokapsit proteinine kars1 olusan antikorlarin tespiti
(SBV antikor kat. no: 9942259; IDEXX Montpellier, Fransa) ve AKAYV igin ise Gc
proteinine karsi olusan antikorlarin tespiti i¢in (AKAV antikor kat. no AK05-1602;
JNC Corporation, Tokyo, Japonya) ELISA Kkitleri kullanildi. Testler tiretici firmalarin
belirttigi prosediire gore yapildi. Asagida kisaca protokoller verildi.

2.25.1. BTV (VP7) Antikor ELISA

Her bir serum 6rnegi, pozitif ve negatif kontroller, tablet gozlerinde sulandirma
stvist ile 1:5 oraninda sulandirildi ve oda 1sisinda (18-26 °C) 4543 dakika inkubasyona
birakildi. inkubasyon sonrasinda 1:20 oraninda sulandirilan konjugattan, tiim gdzlere
100 ul eklendi ve oda isisinda (18-26 °C) 45+3 dakika inkubasyona birakildi.
Inkubasyon sonrasinda tiim gdzler 300 pl yikama soliisyonu ile ii¢ defa yikand1 ve
sonrasinda tiim gozlere 100 pl substrat soliisyonu konuldu. Oda sicakliginda (18-26
°C), 10+3 dk karanlik ortamda inkubasyona birakildiktan sonra tiim gozlere 100 pl
reaksiyonu durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. ELISA tabletleri 450

nm dalga boyuna sahip filtrenin kullanildigt ELISA okuyucusunda (Titertek,
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Finlandiya) degerlendirildi. Elde edilen absorbans degerleri, s6z konusu kitin

protokoliinde belirtilen sekilde hesaplandi.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Ornek/Negatif Kontrol > %80 ise Negatif
%70< Ornek/Negatif Kontrol < %80 ise Siipheli
Ornek/Negatif Kontrol < %70 ise Pozitif olarak degerlendirildi.

2.2.5.2. SBV Antikor ELISA

Her bir serum ornegi, pozitif ve negatif kontroller tablet gozlerinde 1:10
oraninda sulandirma s1vist ile sulandirildi ve oda sicakliginda (18-26 °C) 60+5 dakika
inkubasyona birakildi. inkubasyon sonrasinda tiim gozler 300 pl yikama soliisyonu ile
lic defa yikandi. Yikama sonrasinda tiim gozlere konjugattan 100 pl eklendi ve oda
sicakliginda (18-26 °C) 60+5 dakika inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasinda
tiim gozler 300 ul yikama soliisyonu ile ii¢ defa yikandi ve sonrasinda tiim gozlere 100
ul substrat soliisyonu konuldu. Oda sicakliginda (18-26 °C) 10£3 dk karanlik ortamda
inkubasyona birakildiktan sonra, tiim gozlere 100 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu
eklenerek, reaksiyon durduruldu. ELISA tabletleri 450 nm dalga boyuna sahip filtrenin
kullanildigr ELISA okuyucusunda (Titertek, Finlandiya) degerlendirildi. Elde edilen

absorbans degerleri, s6z konusu kitin protokoliinde belirtilen sekilde hesaplandi.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Ornek/Pozitif Kontrol < %30 ise Negatif
%30< Ornek/Pozitif Kontrol < %40 ise Siipheli
Ornek/Pozitif Kontrol > %40 ise Pozitif olarak degerlendirildi.

2.2.5.3. AKAV Antikor ELISA

On inkubasyon i¢in 96 gozIii tablette ilgili gozlere 40 pl negatif kontrol, pozitif

kontrol ve serum ornekleri konuldu. Sonrasinda tiim gozlere 40ul 1:50 oraninda
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sulandiriimis antijen eklendi. Tabletler 37°C°de 30 dakika inkubasyona birakildi. On
inkubasyonu yapilan 6rnekler antijenle kaplanmis olan tabletlere 50 pl olarak aktarildi.
Tabletlerin iizeri kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkubasyona birakildi. Inkubasyon
sonrasinda tabletler 300 pl yikama soliisyonu ile 4 defa yikandi. Yikama islemi sonrasi
1:100 oraninda sulandirilmig konjugattan tiim gozlere 100 pl konularak, 37°C’de 30
dakika inkubasyona birakildi; daha sonra yikama soliisyonu ile tekrar yikama islemi
yapildi. Son yikama isleminden sonra tiim gozlere 100 ul substrat eklenerek, oda
sicakliginda 20 dakika inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasi tiim gozlere 50 pl
reaksiyon durdurma soliisyonu eklendi ve reaksiyon durduruldu. ELISA tabletleri 450
nm dalga boyuna sahip filtrenin kullanildigt ELISA okuyucusunda (Titertek,
Finlandiya) degerlendirildi. Elde edilen absorbans degerleri, s6z konusu kitin

protokoliinde belirtilen sekilde hesaplandi.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Inhibisyon oran1 (%) = 100-Ornek /Negatif kontrol x100 olarak formiile edildi. Elde

edilen sonuglar > %40 ise pozitif, < %40 ise negatif olarak degerlendirildi.

2.2.6. Culicoideslerin Tiir ve Cinsiyet Tayini

Toplanan Culicoideslerin tiir tayini steromikroskop altinda kanatlarindaki benek
yapilarina gére Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali

Ogretim Uyesi Prof. Dr. Bilal DIK tarafindan yapildi.

2.2.7. Viral RNA izolasyonu

Virolojik kontrol amaciyla alinan toplam 599 6rnegin (489 16kosit, 89 swap, 15
doku 6rnegi) ve Culicoides havuzlarinin {i¢ virus yoniinden viral niikleik asit varligimi
aragtirmak icin RNA ekstraksiyonu Chomczynski ve Sacchi (1987) tarafindan
bildirilen yonteme uygun olarak yapildi. Buz igerisinde 1,5 m1’lik ependorf tiiplere her
ornekten 400 ul alindi. Orneklerin iizerine ayn1 miktarda 400 ul soliisyon D eklendi

ve 10 saniye vortekslendikten sonra, tiiplerin tizerine 300 pl asit fenol, 300 ul klorofom
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izoamilalkol (49:1) ve 100 ul 3M sodyum asetat eklendi. Ornekler tekrar 10 saniye
vorteksle karistirildiktan sonra, 12500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasl, listte kalan kisimdan 700 pl alinarak, yeni steril 1,5 ml’lik ependorf tiiplere
alindi. Tiiplerin {izerine esit miktarda (700 ul), -20°C’de sogutulmus izopropil alkol
eklenerek, vortekslendi. Karisim niikleik asitin ¢okmesi i¢in -80°C’de en az bir saat
bekletildi. Bir saat sonrasinda karisim oda sicakliginda erimeye birakildi. Eriyen
karisim, 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ependorf tiipiiniin iist kismi aspire
edildikten sonra ¢okmiis olan viral RNA pelleti, %70’lik alkol ile yikandi ve tekrar
14000 rpm’de, 3 dakika santrifiij edildi. Daha sonra %70’lik alkol aspire edildikten
sonra alkoliin uzaklastirilmasi i¢in pellet, 37°C’de 10 dakika bekletildi. Kurutulan
pellet 30 ul deiyonize niikleaz tasimayan su ile siispanse edilerek, molekiiler ¢alismada

kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

2.2.8. Real Time RT-PCR ile BTV, SBV ve AKAV Niikleik Asit Varhigimin

Arastirilmasi

Virolojik kontrol amaciyla alinan 6rneklerde (lokosit, vajinal swap, doku ve
Culicoides) her ti¢ virus igin viral niikleik asit tespitinde kullanilan primer ve problar
Cizelge 2.2°de verildi. BTV, SBV, AKAV varliginin ortaya konulmasi i¢in yapilan
Real Time RT-PCR tekniginde, ticari olarak temin edilen one-step RT-PCR Kiti
(Qiagen, Rotor-Gene Probe RT-PCR Kit, Cat No: 204574, Hilden, Almanya)
kullanildi. Real time RT-PCR testi i¢in Anabilim Dalimiz laboratuvarinda bulunan
Rotorgene 6000 CORBET (Qiagen, Almanya) cihazi kullanildi. Buz akiisii tizerinde
hazirlanan 20 pl hacimli reaksiyon karigiminin igersine; 12,5 ul 2X Rotor-Gene Probe
PCR master miks, 5,25 pL distile su, 0,8 puL her iki primerden, 0,4 ul prob ve 0,25 pl
Rotor-Gene enzim miks konuldu. Bu reaksiyon karigiminin iizerine 5 pl RNA
eklenerek toplam reaksiyon hacmi 25 pl olarak hesaplandi. Primer ve problar 10 pmol
yogunlugunda kullanildi.  Hazirlanan reaksiyon karigimlart Rotorgene 6000
CORBETT (Qiagen, Almanya) cihazinda, RNA’larin komplementer DNA’lara
cevrilmesi ve sonrasinda reverz transkriptaz enziminin inaktivasyonu i¢in sirasiyla,

50°C’de, 30 dakika ve 95°C’de, 10 dakika bekletildi. Bu islemi takiben, 40 siklus
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olacak sekilde 6n denatiirasyon i¢in 95°C’de 20 saniye ve anneling i¢in 56°C’de 20

saniye bekletildi. Sonuglar, cihaza bagli olan bilgisayar yardimi ile test sirasinda

gercek zamanli olarak takip edildi.

Cizelge 2.2. Real time RT-PCR’da kullanilan primer ve prob dizinleri

. . ey oy Hedef | Uriin
Primer Primer ve Prob Dizini (5°— 3°) bolge (bp) Kaynak
SBV- S-382-F TCA GAT TGT CAT GCC CCT TGC ( Bilk
ve ark.,
SBV - 5-469- R TTC GGC CCC AGG TGC AAA TC 5-Seq 88 (2012)
Prob FAM-TTA AGG GAT GCA CCT GGG CCG ATG GT-BHQ1
BTV Segl RSA-F GCG TTC GAA GTT TAC ATC AAT Shaw ve
97
BTV Segl RSA-R | CAG TCATCT CTC TAG ACA CTC TAT AATTAC G ark.,
(East) (2007)
BTV Segl UNI-F | GCT 11T GAG GTG TAC GTG AAC Seg-1
BTV Segl UNI-R TCT CCC TTG AAACTC TAT AATTAC G 91
(West)
Prob FAM-CGG ATC AAG TTC ACT CCA CGG T-TAMRA
AKA F TGA CTG CAG AAG ART GGA TGA
Lee ve
AKAR GAATCCAGATTT GGC CCA ark.,
Prob FAM-ATC TAA GTT GGACGC A- BHQ1

2.2.9. Konvansiyonel RT-PCR

Real time RT-PCR ile pozitif olarak tespit edilen 6rnekler, dizin analizi amaciyla

konvansiyonel RT-PCR ile test edildi. Konvansiyonel RT-PCR i¢in kullanilan

primerler Cizelge 2.3’de gosterildi.

BTV, SBV ve AKAV’n birinci turu Thermo Scientific Verso 1-Step RT-PCR Reddy
Miks (#AB-1454/LD/B); AKAV’m ikinci turu i¢in ise, Thermo Scientific Taq DNA
Polimeraz (#EP0402) kullanilarak yapildi. Onestep-RT-PCR’1in ve nested-PCR’1in

miks bilesenleri ve dongiilerine ait zaman/siklus bilgileri Cizelge 2.4’de ve Cizelge

2.5°de gosterildi.
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Cizelge 2.3. Konvansiyonel RT-PCR’da kullanilan primer dizinleri

; . e s Hedef | Uriin
Primer Primer Dizini (5°— 3°) bilge (bp) Kaynak
SBVEL CAA GGC TAG TGT CCT CAA AC
S- Seg Yilmaz ve ark.,
SBVRI TCC ATTCTTCAGCAGTCATT 256 (2014)
BTV- Seg 10- F GTT AAA AAG TGT CGC TGC CAT G 822
sgro ||t e
BTV- Seg 10-R GTA AGT GTG TAG CGC CGC ATACCCT ’
ATG GCA AAT CAATTC ATTTTC 702 Yang ve ark,
Akav-F-N S- Seg (2008)
Akav-R-N TTA GAT CTG GAT ACC AAA
Nested
AKA42-F CAG AAG AAG GCC AAG ATG GT
Oem ve ark.,
S- Seg 425 (2012a)
AKA425-R AAT GCA GCC TTG ACT GCG TCC

BTV seg-10, SBV seg-S ve AKAV seg- S gen bolgeleri i¢in uygulanan oneStep-

RT-PCR i¢in kullanilan primerlerle ilgili olarak annealing derecelerinde farkliliklar

olmakla birlikte, cDNA sentez asamasi 42 °C’de 60 dk, baslangi¢ denatiirasyonu 95

°C’de 5 dk, denatiirasyon asamasi 95 °C’de 1 dk, uzama asamasi 72 °C’de 1 dk ve son

uzama agamasi 72 °C’de 10 dk olarak, toplam her PCR dongiisii BTV i¢in 40 siklustan

SBV ve AKAV i¢in ise 35 siklustan olustu (Cizelge 2.4). Bu uygulamalarda annealing
derecesi olarak BTV i¢in 52°C, SBV igin 54°C ve AKAV birinci turu igin 50°C

uygulandi. AKAYV igin kullanilan nested-PCR igin ise annealing derecesi 55°C olacak

sekilde, baglangic denatiirasyonu 94°C’de 5 dk, denatiirasyon asamas1 94°C’de 1 dk,

annealing asamas1 55°C’de 1 dk, uzama agamas1 72°C’de 30 s ve son uzama asamasi

72°C’de 10 dk olarak, toplam her PCR dongiisii 35 siklustan olustu (Cizelge 2.5).

57




Cizelge 2.4. OneStep-RT-PCR birinci tur miks bilesenleri ve programi

Bilesen Konsantraston (pul) Is1 dongiileri
Verso Enzim Mix 0,5
2X 1-Step ReddyMiks 12,5 42 °C’de 60 dk
RT Enhancer 1,25 95°C’de 5 dk
Primer F(10 pmol/pl) 0,5 95°C’de 1 dk
Primer R (10 pmol/ul) 0,5 (*)°C’de 1 dk 35-40 siklus
Niikleaz Free Su 6,75 72 °C’de 1 dk
RNA 3 72°C’de 10 dk
Toplam 25

* Her virus i¢in anneling dereceleri metinde belirtildi.

Cizelge 2.5. AKAYV igin nested-PCR miks bilesenleri ve programi

Bilesen Konsantrasyon (pl) Is1 dongiileri
10 X Taq buffer 3
MgCI2 (25 mM) 2.4
10 mM dNTP mix 0,5 94 °C’de 5 dk
Primer F (10 pmol/pl) 0,5 94 °C’de 1 dk
Primer R (10 pmol/pl) 0,5 55°C’de 1 dk 35 siklus
Taq DNA polymerase (Su/pl) 0.25 72°C’de 1 dk
Niikleaz Free Su 19,85 72 °C’de 10 dk
RNA 3
Toplam 30

2.2.10. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonucunda elde edilen iiriinleri goriintiilemek i¢in, ethidium bromid iceren
(Sigma, ABD) %1’lik agaroz jel (Prona, EU) hazirlandi. Agaroz jelin hazirlanmasinda
ve tank tamponunda Tris Asetat Ethylene Diamine Tetra Acetic acid (TAE) soliisyonu
kullanildi. Is1 yardimiyla 0,5xTAE soliisyonu iginde ¢oziilen agaroz, biraz
sogutulduktan sonra iizerine ethidium bromide (0,5 pg/ml, Sigma, ABD) soliisyonu
eklendi. Sogutulan agaroz jel karisimi, jel taraklar1 yerlestirilmis olan jel tasiyicisina
dokiildii. Donan agaroz jeldeki taraklar ¢ikarilarak, elektroforez tankina yerlestirildi.
Thermo Scientific Verso 1-Step RT-PCR Reddy Miks kullanilan PCR 6rnekleri
dogrudan, diger PCR firiinleri ise ylikleme boyasi (6x Loading Dye, Fermentas,
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Litvanya) ile 1 kisim boyaya 5 kisitm PCR iiriinii olacak sekilde karigtirilarak,
taraklarin ¢ikarilmasiyla olusan kuyucuklara dikkatlice konuldu. Uriin biiyiikliigiiniin
yaklasik olarak belirlenebilmesi i¢in 100 bp’lik marker (Fermentas, Litvanya)
soliisyonundan (1 kisim stok marker + 1 kisim yilikleme boyas1 + 4 kisim su) her bir
kuyucuga 1 pl olarak yiiklendi. Daha sonra iiriinler elektrik akimina tabi tutularak (8
volt/cm), yaklasik 30 dk sonra jel goriintiileme sistemi (Kodak, Gel Logic 100, ABD)
ile PCR sonucu olusan DNA bantlar1 goriintiilendi.

2.2.11. Dizin Analizi

RT-PCR ile elde edilen PCR iiriinlerinin piirifikasyonu ve dizin analizi ticari bir
firmadan (MedSanTek Lab. Malz. San. ve Tic. Ltd. Sti.) hizmet alimi seklinde
gerceklestirildi. Analiz sonrasi elde edilen ham veriler, National Center Biotechnology
Information (NCBI) servisinin Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) web
sayfasindan saglanan (BanklIt: GenBank Submissions) hizmetten yararlanilarak
tanimlandi. Dizinler, Aliview (Larsson, 2014) ve Multiple Sequence Comparison
by Log- Expectation (MUSCLE) yazilimi (Edgar, 2004) kullanilarak kendi aralarinda
karsilastirildi. Ayn1 programin c¢oklu hizalama (multiple alignment) 6zelliginden

yararlanilarak Gen Bankasindan elde edilen diger viruslarla hizalandu.

2.2.12. Filogenetik Analiz

Bu ¢alismada elde edilen viruslara ait dizinlerin, daha 6nceki ¢alismalarda tespit
edilen virus dizinleri ile arasindaki genetik yakinligin ortaya konulmasi amaciyla,
niikleik asit dizinleri lizerinden gerceklestirilen filogenetik analiz icin MEGA versiyon
6.0 (Tamura ve ark., 2013) programi kullanildi. Bu amagla FASTA formatina gevrilen
tim verilere Neighbour-Joining metoduna gére bootstrap analizi (1000 replicates)

yapildi. Analizde p-distance parametresi kullanildu.
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3. BULGULAR

3.1. ELISA Sonuclari

BTV, SBV ve AKAYV spesifik antikor tespiti i¢in yapilan ELISA sonucunda
BTV enfeksiyonu i¢in seropozitiflik orani sigirlarda %43,30 (97/224), koyunlarda
%47,18 (67/142), kegilerde %55,22 (74/134) ve toplam hayvan sayis1 bazinda %47,60
(238/500) olarak tespit edildi. SBV enfeksiyonu i¢in seropozitiflik orani sigirlarda
%43,30 (97/224), koyunlarda %10,56 (15/142), kegilerde %4,47 (6/134) ve toplam
hayvan sayis1 dikkate alindiginda %23,60 (118/500) olarak tespit edildi. AKAV
enfeksiyonu i¢in seropozitiflik orani sigirlarda %42,41 (95/224), koyunlarda %16,19
(23/142), kegilerde %7,46 (10/134) ve toplam hayvan sayisi dikkate alindiginda ise
%25,60 (128/500) olarak tespit edildi. Kontrol edilen 6rneklerin ilgelere ve hayvan

tiirlerine gore seroprevalansi Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1°de verildi.
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Cizelge 3.1. Materyal saglanan hayvan tiirleri ve yerlesim yerlerine gére BTV, SBV ve AKAV
spesifik antikor varlig1 sonuglari

Serum
ilge Tiir saylsl BTV SBV AKAV
() % ) % ) %
Sigir 81 25 30,86 27 33,33 29 35,80
Altinézii Koyun 30 19 63,33 4 13,33 6 20
Kegi 98 68 69,38 4 4,08 3 3,06
Ara Toplam 209 112 53,58 35 16,74 38 18,18
Sigir 94 34 36,17 33 35,10 38 40,42
Antakya Koyun 54 15 27,77 5 9,25 11 20,37
Keg¢i 36 6 16,66 2 2,04 7 19,44
Ara Toplam 184 55 29,89 40 21,73 56 30,43
Sigir 24 24 100 24 100 19 79,16
Kirikhan Koyun - - - - - - -
Kegi - 3 = - - - -
Ara Toplam 24 24 100 24 100 19 79,16
Sigir 10 9 90 8 80 6 60
Samandag Koyun 25 0 0 0 0 0 0
Kegi - - - & - -
Ara Toplam 35 9 25,71 8 22,85 6 17,14
Sigir 15 5 33,33 5 33,33 3 20
Yayladag: Koyun - - - - - - -
Kegi - - - - - - -
Ara Toplam 15 5 33,33 5 33,33 3 20
Sigir - - - - - - -
Koyun 33 33 100 6 18,18 6 18,18
Hassa
Kegi - - - - - - -
Ara Toplam 33 33 100 6 18,18 6 18,18
Sigir 224 97 43,30 97 43,30 95 42,41
Koyun 142 67 47,18 15 10,56 23 16,19
Toplam
Kegi 134 74 55,22 6 4,47 10 7,46
Genel Toplam 500 238 47,60 118 23,60 128 25,60
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EBTV mSBV mAKAV
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Sekil 3.1. Materyal saglanan hayvan tiirlerine gore BTV, SBV ve AKAYV spesifik antikor
varlig1 oranlart

Ayrica serum Ornekleri kontrol edilen hastaliklar yoniinden tekli, ikili ve tiglii
antikor varligi yoniinden degerlendirildi. Toplanan sigir 6rneklerinin %34,82’si
(78/224) sadece bir enfeksiyon yoniinden, %16,07’si (36/224) ikili enfeksiyon
yoniinden ve %20,98’i (47/224) iglii enfeksiyon yoniinden seropozitif olarak tespit
edilirken, toplam sigir 6rneklerinin %71,87’si (161/224) s6z konusu enfeksiyonlarin

en az birisi i¢in seropozitif olarak degerlendirildi.

Orneklenen koyunlarin %44,36°s1 (63/142) sadece bir enfeksiyon, %10,56’s1
(15/142) ikili enfeksiyon yoniinden ve %2,81°i (4/142) iglii enfeksiyon yoniinden
seropozitif olarak tespit edilirken, toplam koyun 6rneklerinin %57,74’tinde (82/142)

s0z konusu enfeksiyonlarin en az birisi i¢in antikor varligi tespit edildi.

Toplanan kegi 6rneklerinin %352,98’i (71/134) sadece bir enfeksiyon yoniinden,
%3,73’1 (5/134) ikili enfeksiyon yoniinden ve 9%2,23°1 (3/134) ¢l enfeksiyon
yoniinden seropozitif olarak bulunurken, toplam keci 6rneklerinin %58,95’inde

(79/134) s6z konusu enfeksiyonlarin en az birisi i¢in antikor varlig1 tespit edildi.
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Alman tiim 6rneklerin (sigir, koyun ve kegi) %42,40°1 (212/500) sadece bir
enfeksiyon yoniinden, %11,20°si (56/500) ikili enfeksiyon yoniinden ve %10,80’1
(54/500) gl enfeksiyon yoniinden seropozitif tespit edilirken, toplam Orneklerin
%64,40’1nda (322/500) s6z konusu enfeksiyonlarin en az birisi i¢in antikor varlig

tespit edildi. Sonuglara ait bilgiler Cizelge 3.2 ve Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’ de verildi.

Cizelge 3.2. Hayvan tiirlerine gore tekli ve ¢oklu BTV, SBV ve AKAV enfeksiyonlarinin
oranlar1

Tekli Enfeksiyon ikili Enfeksiyon Uglii enfeksiyon
+ (%) + (%) + (%) Toplam
BTVIA | SBV/ + (%)
BTV SBV | AKAV | BTVISBV | "\ | aray | BTV/SBVIAKAV
Sigir
(n=224) 25 23 30 18 9 9 47 61
(11.16) | (10.26) | (13.39) (8,03) 4,01) | (4,01) (20,98)
(71,87)
78 (34,82) 36 (6,07) 47 (20,98)
K 51 2 10 6 6 3 4 82
(n‘iﬁ‘ﬂ) (35,91) | (1,40) | (7,04) (4,22) 4,22) | (211) (2,81)
= (57,74)
63 (44,36) 15 (40,56) 4 (2,81)
Kesi 66 1 4 2 3 0 3 =
(n134) 49,25) | (0,74) | (2,98) (1,49) (2,23) 0) (2,23) (56.95)
71 (52,98) 5(3,73) 3(2,23)
142 26 44 26 18 12 54
Toplam | (2840) | (520) | (8,80) (5,20) (3,60) | (2,40) (10,80) 322
(n=500) (64,40)
212 56 54
(42,40) (11,20) (10,80)
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SBV

Sekil 3.2. Tiim hayvan tiirlerinde BTV, SBV ve AKAV enfeksiyonlarinin tekli ve ¢oklu
pozitifligi
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Sekil 3.3. Hayvan tiirlerine gore tekli ve ¢oklu BTV, SBV ve AKAV enfeksiyonlarinin
oranlari

Seropozitiflik degerlerinin 6rnekleme yapilan aylara gore dagilimlarina
bakildiginda, BTV enfeksiyonunun seropozitiflik oranlarinin en yiiksek Eyliil ayinda
oldugu (%97,05;33/34), SBV enfeksiyonu i¢in seropozitiflik degerinin 6zellikle Ekim
aymda en yiiksek oldugu (%50; 43/86) ve AKAYV i¢in ise en yiiksek seropozitiflik
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degerinin Haziran ayinda oldugu (%54,54;5/11) tespit edildi. Aylara gore toplanan

ornekler ve seropozitiflik oran1 Sekil 3.4 de verildi.
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Sekil 3.4. Toplam 6rneklerde aylara gore % seropozitiflik oranlart

3.2. Culicoideslerin Tiir ve Cinsiyet Tayini

Tiir ve cinsiyet tayini sonucu 15813 adet disi ve 13110 erkek olmak {izere toplam

28923 Culicoides topland1 ve 11 farkl: tiir tespit edildi. Baskin tiir olarak C.schultzei

kompleks bulundu. Culicoideslere ait bilgiler Cizelge 3.3’de belirtildi.

Cizelge 3.3. Toplanan Culicoideslerin tiir ve sayilart

Toplanan Culicoides Tiirleri Disi (?) Erkek (&) Toplam
C.schultzei komp. 14446 12960 27406
C.imicola 1101 115 1216
C.longipennis 109 21 130
C.badooshennis 41 1 42
C.obsoletus komp. 33 2 35
C.circumscriptus 30 1 31
Culicoides spp. 24 7 31
C.gejgelensis 15 1 16
C.maritimus 11 1 12
C.subfafascipennis 3 - 3
C.nubeculosus komp. - 1 1
Toplam 15813 13110 28923
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3.3. Virolojik Kontrol Sonugclar:

3.3.1. Real Time RT-PCR Sonugclari

BTV, SBV ve AKAV enfeksiyonlar1 icin viral niikleik asit tespiti amaciyla Real
time RT-PCR reaksiyonuna alinan toplam 495 16kosit (238 si1gir, 119 koyun, 138 ke¢i)
orneginden BTV yoniinden herhangi bir pozitiflige rastlanmazken, koyunlardan
virolojik kontrol amaciyla alinan 6rneklerin % 13,11’inde (16/122) ve kecilerden
alinan Orneklerin ise % 13,33’tinde (26/195) SBV niikleik asit varligi tespit edildi.
Koyunlarda pozitif bulunan tiim 6rneklerin 16kosit 6rnegi oldugu, kecilerde ise pozitif
bulunan 26 6rnegin 24 {inlin 16kosit, 2’sinin ise vajinal swap 6rnegi oldugu belirlendi.
Alinan tiim ornekler dikkate alindiginda ise, %7,01 (42/599) oraninda SBV yoniinden
pozitiflik tespit edildi (Ct degeri 17-24). Sigirlardan virolojik kontrol amaciyla alinan
orneklerin % 2,12’sinde (6/282) ve koyunlardan alinan 6rneklerin %4,09’unda (5/122)
AKAYV niikleik asit varligi tespit edildi. Alinan tiim 6rnekler dikkate alindiginda ise,
%1,83 (11/599) oraninda AKAV yoniinden pozitiflik belirlendi (Ct degeri 19-33).
Ayrica toplanan Culicoideslerden yapilan havuzlarin hi¢ birinde BTV ve SBV
yoniinden pozitiflik tespit edilmezken, C.schultzei ve C.longipennis havuzlarit AKAV
yoniinden pozitif olarak bulundu. Virolojik kontrol sonuglarina ait detayli bilgi Cizelge
3.4°de verildi.

0,10 1

Morm. Fluoro.

0,00 F———= ——— —== ==

Sekil 3.5. BTV Real Time PCR goriintiisti
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Sekil 3.7. AKAV Real Time PCR goriintiisii
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Cizelge 3.4. Materyal saglanan hayvan tiirii ve yerlesim yerlerine gore Real Time PCR
sonuclari

lige Hayvan Tiiri Virolojik kontrol sonuglar:

BTV SBV AKAV

@ [ @»® %) [+ (%)

Sigir - - - - -

Koyun - - 15/41 36,58 | 5/41 12,19
Kegi - - 24 /102 20,86 - -
Sigir - - - - 5/129 3,87

Koyun - - | 154 185 | - -
Kegi - - - - -

Altin6zi

Antakya

Sigir - - - - -
Koyun - - - - -
Kegci - - 2/23 8,69 - -
Sigir - - - - 1/18 5,55
Koyun - - - - - -
Kegi 2 - 3 - -

Kirikhan

Samandag

Sigir = © - - -
Koyun - - - - -
Kegi - - o - -

Yayladag1

Sigir < = - - -
Koyun = - R

Hassa

Kegi -
Slgll‘ 0/382
Toplam Koyun 0/122

Keci 0/195
Genel Toplam | 0/599

0/382 0 6/282 2,12
16/122 13,11 | 5/122 4,09
26/195 13,33 | 0/195 0

42/599 7,01 11/599 1,83

o|lo|o|o|

3.3.2. Konvansiyonel RT-PCR Sonugclar

Real time RT-PCR ile AKAV yoniinden pozitif tespit edilen 11 16kosit (6 sigir,
5 koyun), C.schultzei ve C.longipennis ile yapilan havuz ornekleri AKAV S-
segmentine yonelik spesifik primerlerle yapilan konvansiyonel nested RT-PCR ile
pozitif olarak tespit edildi. Olusan amplikonlara ait agaroz jel gortintiileri Sekil 3.8
A’da gosterildi. Real time RT-PCR ile SBV yoniinden pozitif tespit edilen 40 16kosit
(16 koyun ve 24 keci) ve 2 swap (2 kegi ) 6rnegi olmak tizere toplam 42 6rnek SBV
S- segmentine yonelik spesifik primerlerle yapilan konvansiyonel RT-PCR ile pozitif
olarak tespit edildi. Olusan amplikonlara ait agaroz jel goriintiileri Sekil 3.8 B’de
verildi. BTV kontrol virusu ile yapilan konvansiyonel RT-PCR sonucu olusan
amplikonlara ait agaroz jel goriintiisii Sekil 3.9°da verildi.
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Sekil 3.8. AKAV nested PCR ve SBV onestep-RT-PCR sonucu jel goriintiileri A. AKAV
Nested PCR M: DNA merdiveni (100 bp) 1, 2,3,4 ve 5: Pozitif Ornekler, 6: Pozitif Kontrol,
7: Negatif Kontrol B. SBV Onestep RT-PCR M: DNA merdiveni (100 bp), 1 ve 2: Pozitif
ornekler, 3: Pozitif Kontrol 4: Negatif Kontrol

C

Sekil 3.9. BTV onestep-RT-PCR sonucu jel goriintiisii
M: DNA merdiveni (100 bp), 1:Pozitif Kontrol, 2: Negatif Kontrol

3.3.3. Dizin Analizi ve Filogenetik Analiz Sonuglari

Konvansiyonel RT-PCR ile AKAV yoniinden pozitif olarak belirlenen
orneklerden iyi triin veren 17 6rnek (11 16kosit ve 6 Culicoides havuzu) ve SBV
yoniinden 17 6rnek (15 16kosit ve 2 vajinal swap) dizin analizine alindi; daha sonra
AKAYV ve SBV dizinlerinin GenBankasina kayitlar1 yapildi ve kabul numaralari alindk.
GenBankasina girilen drneklere ait bilgiler Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6°da verildi.
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Cizelge 3.5. AKAV yoniinden dizin analizi yapilan 6rneklere ait bilgiler

No Dizin/Kod ilce Tiir Materyal Ay/Y1l Acclslsslon Genogrup
1 | ANT-S47LOK-TR2015 Antakya Sigir Lokosit 08/2015 | MG595758 1|
2 | SDG-S114LOK-TR2015 | Samandag Sigir Lokosit 10/2015 | MG595759 |
3 | ANT-S174LOK-TR2016 | Antakya Sigir Lokosit 12/2016 | MG595760 1|
4 | ANT-S175LOK-TR2016 | Antakya Sigir Lokosit 12/2016 | MG595761 1|
5 | CYR-S230LOK-TR2017 | Antakya Sigir Lokosit 10/2017 | MG595762 |
6 | CYR-S235LOK-TR2017 | Antakya Sigir Lokosit 10/2017 | MG595763 1|
7 | ALT-1KLOK-TR2015 Altinozii Koyun Lokosit 08/2015| MG595764 Ib
8 ALT-6KLOK-TR2015 Altindzii Koyun Lokosit 08/2015| MG595765 |
9 | ALT-10KLOK-TR2015 Altinézii Koyun Lokosit 08/2015 | MG595766 1|

10 | ALT-3CKLOK-TR2016 Altindzii Koyun Lokosit 01/2016 | MG595767 |

11 | ALT-6CKLOK-TR2016 Altinozii Koyun Lokosit 01/2016 | MG595768 1|

12 | KRK-Cs34G-TR2015 | Kirikhan | C.schultzei | C.schultzei |10/2015| MG595769 b

13 | KRK-Cs34F-TR2015 Kirikhan | C.schultzei | C.schultzei |10/2015| MG595770 Ib

14 KRK-Cs34I-TR2015 Kirikhan C.schultzei C.schultzei |10/2015| MG595771 1|

15 KRK-Cs34E-TR2015 Kirikhan C.schultzei C.schultzei |10/2015| MG595772 1

16 KRK-Cs34J-TR2015 Kirikhan C.schultzei C.schultzei |10/2015| MG595773 I

17 | ANT-CIng21-TR2015 Antakya | C.longipennis | C.longipennis | 08/2015 | MG595774 I

Cizelge 3.6. SBV yoniinden dizin analizi yapilan 6rneklere ait bilgiler

No Dizin/Kod ilge Tiir Materyal | Ay/Yil Accession No
1 HTY-1CK-LOK-2016 Antakya Koyun Lokosit 01/2016 KX609698
2 HTY-2CK-LOK-2016 Antakya Koyun Lokosit 01/2016 KX609699
3 HTY-3CK-LOK-2016 Antakya Koyun Lokosit 01/2016 KX590714
4 HTY-4CK-LOK-2016 Antakya Koyun Lokosit 01/2016 KX590715
5 HTY-6CK-LOK-2016 Antakya Koyun Lokosit 01/2016 KX609700
6 HTY-7CK-LOK-2016 Antakya Koyun Lokosit 01/2016 KX609701
7 HTY-8CK-LOK-2016 Antakya Koyun Lokosit 01/2016 KX609702
8 HTY-9CK-LOK-2016 Antakya Koyun Lokosit 01/2016 KX609703
9 HTY-10CK-LOK-2016 Antakya Koyun Lokosit 01/2016 KX609704
10 | ALT-61GLOK-TR2015 Altingzii Kegci Lokosit 08/2015 MG640109
11| ALT-62GLOK-TR2015 Altmozii Kegi Lokosit 08/2015 MG640110
12 KRK-34VS-TR2016 Kirikhan Kegci Vajinal Swap | 03/2016 MG640111
13 KRK-37VS-TR2016 Kirikhan Kegci Vajinal Swap | 03/2016 MG640112
14 | ALT-2GLOK-TR2015 Altmozii Kegi Lokosit 07/2015 MG640113
15| ALT-12GLOK-TR2016 Altindzii Kegci Lokosit 07/2016 MG640114
16 | ALT-11GLOK-TR2016 Altindzii Kegi Lokosit 07/2016 MG640115
17| ALT-6GLOK-TR2015 Altindzii Kegi Lokosit 07/2015 MG640116
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Bu calismada elde edilen 17 AKAV’1n S segmentine yonelik yapilan kismi dizin
analizi sonucu elde edilen viruslarin {igiiniin genogrup Ib’de, 14’{iniin ise genogrup II’
de oldugu belirlendi. Bu ¢alismada elde edilen genogrup II’lerin kendi aralarinda
karsilastirilmas1 durumunda, %100 oraninda benzer olduklari ve herhangi bir
niikleotid degisimi olmadig1 tespit edildi. Genogrup II’de yer alan dizinlerin
Japonya’da tespit edilen (Kurogi ve ark., 1976) OBE-1 susuna %99,3 oraninda yakin
oldugu goriildii. Bu galismada tespit edilen genogrup Ib’lerin kendi aralarinda
karsilastirilmalart durumunda, ayni sekilde %100 oraninda benzer olduklari tespit
edildi. Genogrup Ib’lerin daha 6nce Tiirkiye’de tespit edilen (Sevik, 2017b) aym
gruptaki viruslar ile %99,3-99,5 oraninda benzer olduklar1 bulundu. Ayrica bu
calismada tespit edilen genogrup Ib’lerin Israil’de tespit edilen genogrup Ib ile
benzerligi %96,7 oraninda saptandi. Bu ¢alismada tespit edilen genogrup II ile
genogrup Ib’lerin benzerlik oranlart ise % 95,5 olarak bulundu. Yine bu calismada
tespit edilen genogrup II ve genogrup Ib’lerin genogrup la’da yer alan referenz sus

olan Iriki sus ile sirastyla %97,2 ve %95 oraninda benzer olduklar: tespit edildi.

Bu ¢alismada tespit edilen SBV’lerin hem kendi aralarinda, hem de daha 6nce
tilkemiz ve farkli iilkelerde tespit edilen SBV’ler ile S segmenti kismi dizin
analizlerinin karsilastirilmasinda %100 oraninda benzer olduklari, herhangi bir
niikleotid ve aminoasit degisimi olmadigi tespit edildi. Ancak bu ¢alismada tespit
edilen SBV’lerin ayn1 aileden olan SATV, SHAV, AKAV ve Aino virus ile S segmenti
kismi dizin analizlerinin karsilastirilmasi durumunda benzerlikleri sirasiyla %91,2,

%094.,9, %74,2 ve %76,0 olarak bulundu.

Bu ¢alismada elde edilen AKAYV ve SBV o&rneklerinin GenBankasinda yer alan

diger AKAV ve SBYV ile yakinliklarini gostermek amactyla gizilen filogenetik agaglar
Sekil 3.10 ve Sekil 3.14°de gosterildi.

GenBankasinda yer alan diger AKAV ve SBV dizinleri ile eslesen 6rnekler daha
sonra, hem kendi aralarinda, hem de iilkemiz ve diinyadaki diger AKAV ve SBV’ler
ile niikleotid/ amino asit diizeyinde karsilastirilarak benzerlik/farkliliklar1 Sekil 3.11,
Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.15, Sekil 3.16°da gosterildi.
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55

35

99

78

ABO00854 R7949 11
99 ABO00853 B8935 1N

(4]
@

DQ973188 KV0505 1l
DQOTIT89K-9 Il
ABODO0351 OBE-1 11
FJ498797 93FMXII
FJ498795 AK7 Il
W MG764559 (URF-D4cot-TR2015)
@ MG595774 (ANT-CIng21-TR2015)
@ MGE95773 (KRK-Cs34J-TR2015)
@ MGE95772 (KRK-Cs34E-TR2015)
@ MG595771 (KRK-Cs341-TR2015)
@ MG595768 (ALT-BCKLOK-TR2016)
@ MG595767 (ALT-3CKLOK-TR2016)
@ MGE95766 (ALT-10KLOK-TR2015)
@ MG595765 (ALT-6KLOK-TR2015)
@ MG595763 (CYR-S235L0OK-TR2017)
@ MG595762(CYR-S230LOK-TR2017)
@ MG595761 (ANT-S175LOK-TR2016)
55 || @ MG595760 (ANT-S174LOK-TR2016)
@ MG595759(SDG-S114LOK-TR2015)
@ MG595758 (ANT-S47TLOK-TR2015)
AB232209 ON-1E91 1l
AB232211 ON-3E91 1l
— ABO00857 KT3377 1l
AB289320 Okayama2004 Il

EEFBZE&ZZEVI NS-4Po8 Il

A

B232243 CB-1F98 1l

g | AB289321 Inki la

ABOD0852 JaGAr3g Il
W KR232839 AKA-2014-HAK-TR-goat
W KR232838 AKA-51-2014-AAK-TR-sheep

AB232175 Iriki956-5-A la

AB232207 ON-3E90 la

1| AF529883NT-141a

AF034940 PT-17 la

AB232310 ON-8B01 la
AB289319 Okayama2001 la
JQ308772 AKAY-17/SKR/2010 la
AB426272 KM-2/Br/06 la
87 L AB426273 KM-3/Ce/06 la
@ MG595764 (ALT-1KLOK-TR2015)
® MG595769 (KRK-Cs34G-TR2015)
® MG595770(KRK-Cs34F-TR2015)
W MG764557 (URF-12Pcot-TR2015)

W MGT64558 (URF-Glcot-TR2015)

W KU296970 Aksu-2 Ib

¥ KU296969 Aksu-11b

] Genogroup ITT

AB232320 MP496 IV 7] Genogroup IV

I KC108860 SBY BH197/12-3

100 L—— KP279304 SBV/2013/TR/Krkl.

e —
0.02

NC_018460 Aino virus 38K

Genogroup IT

Genogroup Ia

Genogroup Ib

@ :Bu ¢alismada elde edilen dizinler W: Daha dnceki ¢alismalarda Tiirkiye’de tespit edilen AKAV dizinleri

Sekil 3.10. AKAV S segmenti yoniinden yapilan filogetik analiz
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*Genogrup Ib

*Genogrup Ih
Genogrup Ia

*: Bu calismada tespit edilen AKAV Ornekleri

Sekil 3.11. AKAV genogrup |1, genogrup Ib ve genogrup la arasindaki benzerlik oranlari
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AB000851 OBE-I strain, Genogrup II
MGE595758 (ANT-547L0K-TR.2015)
MG595759 (SDG-5114L0K-TR2015)
MGE535760 (ANT-5174.0K-TR.2016)
MG595761 (ANT-5175LOK-TR2016)
MG595762 (CYR-5230L0K-TR2017)
MGE595763 (CYR-5235L0K-TR2017)
MG595765 (ALT-6KLOK-TR2015)
ME535766 (ALT-10KLOK-TR2015)
MG595767 (ALT-3CKLOK-TR2016)
MG595768 (ALT-6CKLOK-TR2016)
MGE595771 (KRK-Cs341-TR2015)
MG595772 (KRK-Cs34E-TR2015)
MGE535773 (KRK-Cs341-TR2015)
MG595774 (ANT-Clng21-TR2015)
KU296970 Aksu-2Th

KU296969 Aksu-11b

KU133231 Adana-15

MGE535764 (ALT-1KLOK-TR2015)
MG595769 (KRK-Cs34G-TR2015)
MGE535770 (KRK-Cs34F-TR2015)

B000851 OBE-] strain, Genogrup II
1G595758 (ANT-S47LOK-TR2015)
1G555759 (3DG-5114L0K-TR2015)
1G595760 (ANT-5174L0K-TR2016)
1G595761 (ANT-5175L0K-TR2016)
16535762 (CYR-5230LOK-TR2017)
16535763 (CYR-5235L0K-TR2017)
1G595765 (ALT-6KLOK-TR2015)
1G595766 (ALT-10KLOK-TR2015)
1G555767 (ALT-3CKLOK-TR2016)
1G535768 (ALT-6CKLOK-TR2016)
1G595771 (KRK-Cs341-TR2015)
1G595772 (KRK-Cs34E-TR2015)
1G535773 ({RK-Cs34J-TR2015)
1G595774 (ANT-Clng21-TR2015)
1J296970 Aksu-21h

1J296969 Aksu-11b

1J133231 Adana-15

1G595764 (ALT-1KLOK-TR2015)
1G595769 (KRK-Cs34G-TR2015)
1G535770 (¥RK-Cs34F-TR2015)

Sekil 3.12. AKAV S segmenti yoniinden yapilan dizin analizi sonucu genogruplar arasindaki niikleotid degigimleri.
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ABO00351 OBE-I strain, Genogrup IT
MG535758 (ANT-S47L0K-TR2015)
MG595759 (SDG-5114L0K-TR2015)
MG535760 (ANT-5174L0K-TR2016)
MG535761 (ANT-5175L0K-TR2016)
MG595762 (CYR-5230LOK-TR2017)
MG535763 (CYR-5235L0K-TR2017)
MG535765 (ALT-6KLOK-TR2015)
MG595766 (ALT-10KLOK-TR2015)
MG535767 (ALT-3CKLOK-TR2016)
MG595768 (ALT-6CKLOK-TR2016)
MG595771 (KRK-Cs341-TR2015)
MG535772 (KRK-Cs34E-TR2015)
MG595773 (KRK-Cs34)-TR2015)
MG535774 (ANT-Cing21-TR2015)
KU236970 Aksu-2 Ib

KU295969 Aksu-11b

KIJ133231 Adana-15

MG535764 (ALT-1KLOK-TR2015)
MG595769 (KRK-Cs34G-TR2015)
MG535770 (KRK-Cs34F-TR2015)

ABD00851 OBE-I strain, Genogrup II
MG525758 (ANT-547L0K-TR2015)
MG525759 (SDG-5114 OK-TR2015)
MG525760 (ANT-5174 OK-TR2016)
MG595761 (ANT-5175L0K-TR2018)
MG595762 (CYR-5230LOK-TR2017)
MG595763 (CYR-5235L0K-TR2017)
MG595765 (ALT-6KLOK-TR2015)
MG595766 (ALT-10KLOK-TR.2015)
MG595767 (ALT-3CKLOK-TR2016)
MG595768 (ALT-6CKLOK-TR2016)
MG525771 (KRK-Cs34I-TR2015)
MG525772 (KRK-Cs34E-TR2015)
MG595773 (KRK-Cs341-TR2015)
MG535774 (ANT-Clng21-TR2015)
KU296970 Aksu-2 Ib

KU296969 Aksu-11b

KU133231 Adana-15

MG525764 (ALT-1KLOK-TR2015)
MG525769 (KRK-Cs34G-TR2015)
MG525770 (KRK-Cs34F-TR2015)

Sekil 3.12. Devam

75



80 90 lDD llEI lZD 130 140 150 lSD l?D 180 190 ZDD ZlD

AB000851 OBE-] strain, Genogrup II _E_P u-P _n_u-ﬂ_P-n-i-n.P E_P_n_ﬂ.n ﬂ—
MG595758 (ANT-547L0K-TR2015)
MG59575 (SDG-5114.0K-TR2015)
MG595760 (ANT-5174L0K-TR2018)
MG535761 (ANT-5175L0K-TR2016)
MG595762 (CYR-5230LOK-TR2017)
MG595763 (CYR-5235L0K-TR2017)
MG595765 (ALT-6KLOK-TR2015)
MG595766 (ALT-10KLOK-TR2015)
MG595767 (ALT-3CKLOK-TR201R)
MG595768 (ALT-6CKLOK-TR2016)
MG595771 (KRK-Ce341-TR2015)
MG595772 (KRK-Ce34E-TR2015)
MG595773 (KRK-Cs341-TR2015)
MG595774 (ANT-Cing21-TR2015)
KU296970 Aksu-2 Ib

KU296969 Aksu-11b

KU133231 Adana-15

MG595764 (ALT-1KLOK-TR2015)
MG59576 (KRK-Cs34G-TR2015)
MGS35770 (KRK-Cs34F-TR2015)

Sekil 3.13. AKAV S segmentine yonelik yapilan dizin analizi sonucu genogrup II ve genogrup Ib arasindaki aminoasit degisimleri.
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® MGE40114 8BALT-12GLOK-TR2016)

® MGE40115(ALT-11GLOK-TR2016)
HE649914 SBY BH80/11-4

JX853181 SBY Germany

KC108874 SBY BH248/12-1

@ KP279304SBW/2013/TR/KIKL1 (Turkey) 2013
KP731865 SBV BH619/12

KF314813 SBV NO/13/04/7678

KC355456 SBY HL1

KC139376 SBV Nal-CNS

@ KX609701 (HTY-TCK-LOK-2016)

KT795160 SBV W12-6

KT795158 SBV W12-7

KT795153 SBV W12-10-3/3

KP731867 SBY D495/12-1

@ KC986389 SBY TR3

® KX609700 (HTY-6CK-LOK-2016)

L] KX609699 (HTY-2CK-LOK-2016)

@ KXS09704 (HTY-10CK-LOK-2016)

L ] KX609703 (HTY-9CK-LOK-2016)

® KX609702 (HTY-8CK-2016)

@ KX590715 (HTY-4CK-LOK-2016)

® KX5907 14 (HTY-3CK-LOK-2016) Schmallenberg virus
@ KX609598 (HTY-1CK-LOK-2016)
& MGBE401 13 (ALT-2GLOK-TR2015)
& MGE401 12(KRK-37VS-TR2016)

® MGE40111 (KRK-34VS-TR2016)

® MGE40110(ALT-62GLOK-TR2015)
® MG640109(ALT-61GLOK-TR2015)
KC355456 HL1 (Nedherland) 2011
KF314813 NO/13/04/7678 (Norway) 2013
HE649914 BH&0/11-4 (Germany) 2011
JX853181 (Germany) 2011

KC108874 BH248/12-1 (Germany) 2012
KP731865 BHE19/12 (Germany) 2012
KP731867 D495/12-1 (Germany) 2012
KT795158 W12-7 (Belgium) 2012
KT795160 W12-6 (Belgium) 2012
KX384870 SBV-HuUNS (hungary) 2014

KX384876 SBV-Hun7 (Hungary) 2014
LC309155239/Devon/2012 (UK)
KC986389 TR3 (Turkey) 2012
KC139379 Na2-CNS (Belgium) 2012
LC309157 167/ Wiltshire/2012 (UK)

@ MG640116 (ALT-6GLOK-TR2015)
AB183282 Shamonda MZ-6/P/02
HE795107Shamonda virus Ib An 5550

Shamando virus
89 | AF362404 Shamonda virus An5550

76! AF362404 Shamonda AnS550

AB973363 Sathuperi virus
456'% NC_018462 Sathuperivirus | Sathuperi virus
46 AB125371 Sathuperi
HE795092 Douglas virus
4‘00{ AF362393 Douglas virus CSIRO 150 Douglas virus
AF362393 Douglas virus

NC_018460 Ainec virus 28K ] Ainovirus
100 - ABO00854 R7949 III
[ ABO00853 B8935 11
MG595769 (KRK-Cs34G-TR2015)
KU296969 Aksu-1 Ib

100

o7
AB289319 Okayama2001 Ia
ABA26272 KM-2/Br/06 la

Akabane virus

28
AB232211 ON-3E91 1l

MGS595758 (ANT-S47LOK-TR2015)
MGS595765 (ALT-6KLOK-TR2015)
ABO00852 JaGAr3all

@ : Bu calismada elde edilen dizinler ‘ Daha 6nceki ¢aligmalarda Tiirkiye’de tespit edilen SBV dizinleri.

Sekil 3.14. SBV S segmenti yoniinden yapilan filogetik analiz.



1 |2 3 4 9 o 7 le & 10 11 12 13 14 15 15 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
SBVI(TR) 100.0 (100.0 |100.0 |100,0 [100.0 (100.0 (100.0 |100,0 |100.0 (100.0 (100.0 (100.0 |100.0 (100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0100.0 (100.0 [91.2 |34.9 |74.2 (76.0
SEV(TR) 100.0 {100.0 |100.0 |100.0 [100.0 (100.0 |100.0 |100.0 |100.0 (100.0 (100.0 |100.0 [100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0100.0 (100.0 [91.2 [|34.9 |74.2 (76.0
SBV (Hun) 100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0 (100.0 |(100,0 |100.0 |100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 |100.0 (100.0 |100.00100.0 |100.0 |91.2 [94.9 (7/4.2 |75.0
SBV (Bel) 100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0 (100.0 |100,0 |100.0 |100.0 (100.0 |100.0100.0 |100.0 |91.2 |94.9 (/4.2 |75.0
SBV (Ger) 100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0 (100.0 {100.0 |100.0 (100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0100.0 (100.0 [91.2 |34.9 (742 (76.0
=GRV 100.0 (100.0 |100.0 |100.0 [100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0100.0 (100.0 [91.2 [|94.9 |74.2 (7.0
=SBV 100.0 [100.0 |100.0 |100.0 |100.0 (100.0 |100.0 |100,0 |100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.00100.0 |100.0 (91.2 [94.9 |74.2 |76.0
=|RY 100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 |100.0 (100.0 |100.00100.0 |100.0 |91.2 [34.9 (74.2 |75.0
SRV 100.0 (100.0 (100.0 |100,0 |100.0 (100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0100.0 [100.0 |91.2 |94.9 (742 (7.0
LRV 100.0 (100.0 (100.0 |100.0 [100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0100.0 (100.0 [91.2 |34.9 |74.2 (76.0
=GRV 100.0 (100.0 |100.0 |100.0 [100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.00100.0 [100.0 (91.2 [94.9 |74.2 |76.0
=SBV 100.0 (100.0 |100.0 |100.0 |100.0 (100.0 |100.0 |100,00100,0 |100.0 [91.2 [34.9 |74.2 |76.0
=BRY 100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 |100.0 (100.0100.0 (100.0 |91.2 |34.9 |74.2 (76.0
=Ry 100.0 (100.0 (100.0 |100.0 |100.0 (100.0100.0 (100.0 [91.2 [|94.9 |74.2 (76.0
=gRY 100.0 (100.0 (100.0 |100,0 |100.00100.0 |100.0 [91.2 (949 |74.2 |76.0
LRV 100.0 (100.0 |100.0 |100.00100.0 [100.0 (91.2 [34.9 |74.2 |76.0
=GRV 100.0 (100.0 |100.00100.0 |100.0 |91.2 |94.9 (74.2 |75.0
=SBV 100.0 (100.0100.0 [100.0 [31.2 |94.9 |74.2 (76.0
=Ry 100.00100.0 [100.0 (91.2 [94.9 |74.2 |76.0
=gRY 100.0 [100.0 [31.2 [94.9 |74.2 (760
LRV 100.0 (91.2 [34.9 |74.2 |76.0
=GRV 91.2 [|94.9 |74.2 |760.0
SATV 20.3 (742 |76.0
SHAV 74.2 |75.0
AKAY 753.1
Aino

*: Bu ¢alismada tespit edilen SBV 6rnekleri

Sekil 3.15. Calismada tespit edilen SBV’ler ile diger SBV ve Orthobunyaviruslar arasindaki benzerlik oranlar
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KX334376.1 Schmallenberg virus strain 5
LC309157 167/Wiltshire/2012 (LK)
KC139379 Ma2-CNS (Belgum) 2012
KC386389 TR3 (Turkey) 2012

KP2793045BY 20 13/TR/Kek. 1 (Turkey) 20| .

KX334876 SBV-Hun7 (Hungary) 2014
KT795160 W12+ (Belgium) 2012
KP731865 BH619/12 (Germany) 2012
KC 108874 BH248/12-1 (Germany) 2012
I%853181 (Germany) 2011

KF314313 NOJ13/04/7678 (Norway) 201 | . . .

KC355456 HL1 (Nedherland) 2011
MGE40109 (ALT-61GLOK-TR2015)
MGE40110 (ALT-62GLOK-TR2015)
MGE40111 (KRK-34VS-TR2016)
MGE40112 (KRK-37VS-TR2016)
MGE40113 (ALT-2GLOK-TR2015)
KX609698 (HTY-1CKALOK-2018)
KX590714 (HTY-3CKALOK-2015)
KX590715 (HTY-4CK-LOK-2015)
KXB09702 (HTY-8CK-2015)
KXB09703 (HTY-3CK-LOK-2015)
KX609704 (HTY-10CK-ALOK-2018)
KXB09699 (HTY-2CKALOK-2015)
KXB09700 (HTY-6CK-LOK-2015)
KXB09701 (HTY-7CKAOK-2015)
MGE40114 3ALT-12GLOK-TR2016)
MGE40115 (ALT-11GLOK-TR.2016)
MGE40116 (ALT-6GLOK-TR2015)

KC 108874 BH248/12-1

EX384876. 1 Schmallenberg wvirus straim SE
LC309157 167 MAWiltshire /2012 (LK)

KC 139379 Ma2-CHNS (Belgum) 2012
KC986389 TRS (Turkey) 2012
KP27930495BY /20 13/ TR Krkl. 1 {Turkew) 20
X 3849875 SBYV-Hun7 (Hungary) 20143

KT 7251650 vWi12-5 {Belgium) 2012

KP 731865 BHG13/12 {(Germany) 2012

I¥8B53181 {(Germany) 2011
KF3149813 MO/ 13/09/76
KIC 3554956 HL1 {Medherland) 2011
MGEHI 103 (ALT-51GLOK-TR2015)
MGEHI 110 {ALT-52GLOK-TR2015)
MGE54HI 111l (KRE-39VS-TR2015)
MG540112 (KRE-37VS-TR2015)
MGS40113 (ALT-2GLOK-TR2015)
KEX509698 (HTY-1CK-LOK-2015)

EX509699 (HTY-2CK-LOK-2015)
EXSO9700 (HTY -SCK-LOK-2015)
EXS09701 (HT Y -FCKA OK-2016)
MGE5401 14 SALT-12GLOK-TR 20 15)
MGE540115 {ALT-11GLOK-TR2015)
MG5H0 116 (ﬂL‘I—_AGGLCJKf'I'RZD 15)

{Germany) 2012

T2 (Morvway) 201;

Sekil 3.16. SBV S segmentine yonelik yapilan dizin analizi sonucu niikleotid benzerlikleri
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Bu calismada elde edilen genogrup II dizinleri kendilerine en yakin (%99,3) olarak
bulunan referenz OBE-1 susu ile karsilastirildiginda, S segmenti tizerinde 408. nt’ de
A—>»G,432. nt’de T—» C ve 579. nt’ de T—> C seklinde olmak iizere ii¢ niikleotid
degisimi oldugu tespit edildi. Bu ¢alismada elde edilen genogrup Ib dizinlerinin,
Tiirkiye’de daha once tespit edilen genogrup Ib’ler ile karsilastirilmas:t durumunda S
segmenti lizerinde 511.nt’ de C—» T, 627. nt’ de A—> Gve 631. nt’de T—>» G
seklinde degisimlerin oldugu gorildi. Genogrup II ve genogrup Ib’nin
karsilastirilmasinda S segmenti lizerinde meydana gelen niikleotid degisimleri Cizelge

3.7°de verildi.

Bu caligmada tespit edilen genogrup II ve genogrup Ib aminoasit diizeyinde
karsilastirildiginda ise, 115. aa’ de Valin (V) — lzoleusine (I) donistiigi goriild.
Bu degisime S segmenti iizerindeki 343. nt” in G —» A’ ya doniisiimiiniin neden

oldugu tespit edildi.

Cizelge 3.7. AKAV S segmenti kismi dizin analizinde genogrup II ve genogrup Ib’lerin

karsilastirilmasinda S segmenti iizerindeki niikleotid degisimleri

S Segmeti S Segmeti

uizerindeki Niikleotid tizerindeki Niikleotid

pozisyonu degisimi pozisyonu degisimi
246. nt T—»C 480. nt G—»A
309. nt G—»A 486. nt C—»T
312. nt T—»C 498. nt T—>»C
315. nt C—»T 512. nt C—» T
331 nt T—»C 546. nt A—>» G
343, nt* G—P»A 576. nt A—» G
375. nt A—»G 585. nt G—»A
441. nt C—>»T 588. nt T—»C
444 nt G—PA 606. nt A—» G
459, nt G—»A

*. Aminoasit degisimine neden olan niikleotid
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4. TARTISMA

Culicoidesler tarafindan tasinan arboviruslardan olan BTV, AKAV ve son
yillarda 6zellikle Avrupa’da salginlara neden olan SBV koyun, ke¢i ve sigirlarda
meydana getirdikleri semptomlara bagli olarak mortalite, abortlar, anomalili yavru
dogumlar1 gibi kayiplarin yani sira, sz konusu enfeksiyonlarin endemik oldugu
bolgelerde hayvan hareketleri, embriyo, semen ve diger hayvansal {iriinlerin
kullaniminin sinirlandirilmasi gibi faktérler nedeniyle ciddi ekonomik kayiplari

beraberinde getirmektedirler.

Arhropod vektorlerle bulasan hastaliklarin goriilmesinde kiiresel 1sinma,
mevsimsel degisiklikler, riizgar, sulak alanlarin varligi gibi ekosistemle ilgili
faktorlerin yanisira, legal/illegal viremik ciftlik ve vahsi hayvanlarin transportu, lisans
almamis asilarin sahada kullanimi, insanlarin seyahatlerinin artis1 gibi ticari/sosyal ve
bunun yani sira askeri aktiviteler de 6nemli rol oynamaktadir (De Clercq ve ark., 2009;
Sellers, 1992 ve Van Rijn ve ark., 2012).

Bu enfeksiyonlarin epidemiyolojisinin il/bolge/lilke diizeyinde arastirilmasi,
molekiiler teknikler ile hizl1 ve giivenilir tanisinin yapilabilmesi, serotip/genotip tayini
s6z konusu enfeksiyonlarin kontroliinde etkili stratejilerin gelistirilebilmesinde biiyiik
onem tagimaktadir. Duyarli hayvanlarda hastalik tespitinin yanisira, bu hastaliklar i¢in
ana vektor olarak rol oynayan Culicoideslerin varligi, yayilimi ve lokasyonunu
identifiye etmek i¢in aktif izleme programlari ile kombinasyonlar yapmak, ozellikle
salgin sirasinda alimmasi gerekli tedbirleri zamaninda yerine getirebilmek agisindan

onemlidir.

Tiirkiye’de BTV, SBV ve AKAYV enfeksiyonlarinin varligina iligkin ¢aligmalar
bulunmasina ragmen, Hatay ili ve ¢evresinde bu etkenlerin varligi, yayginligi, bu
hastaliklar1 tagidigi diislintilen vektor tiirleri ve dagilimlar ile ilgili ¢alismalar smirlt
sayidadir. Hatay ili yazlari sicak, kurak ve nemli, kislar1 ise ilik ve yagish
ge¢mektedir. Hatay ilinde var olan Asi nehri ve bu nehri besleyen irmaklar, birgok ilge

(Altindzii, Reyhanli, Kirikhan, Antakya ve Samandag) siirlarindan gegerek yaklagik

81



90 km sonra Akdeniz’e dokiilmektedir. Bu nehrin suyunun yaz mevsiminde ¢ok
azalmasindan dolay1, gectigi yerlerde bir nevi bataklik olusmaktadir. Bu durum s6z
konusu hastaliklar1 tasidigi disiiniilen Culicoides tiirleri ig¢in uygun bir ortam
olusturmaktadir. Ayrica, 6zellikle bilinen iki 6nemli gogmen kus rotasinin (Dogu ve
Merkez Avrupa rotalar1) bu bolge lizerinde birlestigi ve Afrika’ya buradan tek rota
halinde devam ettigi ve boylelikle Afrika ve Dogu Avrupa orijinli bazi arboviruslarin
tasiyici bu goegmen kuslar ile s6z konusu bolgede karisma potansiyeli olabilecegi ve
AKA, BT, SB viruslarin ve genetik varyantlarinin kuvvetle yiiksek olasilikla tespit
edilebilecegi diistiniilmektedir. Hatay ilinin Suriye’ye smiri olmasi nedeniyle de,
siirlardan illegal hayvan girislerine bagli olarak kontrolsiiz hayvan hareketleri
nedeniyle bolge birgok enfeksiyona da agik bir konumdadir. Tiim bu iklimsel ve
sosyal  faktorlerin  kombinasyonunun,  boélgede  Culicoides tiirlerinin
yagsamasi/¢ogalmasi ve yayilmasi i¢in uygun bir ortam yarattig1 ve buna bagli olarak
s6z konusu sineklerle bulagan hastaliklar yoniinden bdlgenin incelenmesinin,
ruminantlarin arboviral enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ve miicadelesi agisindan

degerli verilere ulasilabilmesinde yararl olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu bilgiler 15181nda planlanan bu ¢calismada, Hatay ilinde ruminant yetistiriciligi
yapilan isletmelerde arboviral enfeksiyonlardan BTV, SBV, AKAV enfeksiyonlarinin
varligi/yaygimliginin serolojik ve molekiiler yontemler ile arastirilmasi amaglanmastir.
S6z konusu enfeksiyonlarin ortak klinik tablolart olan abort, 6lii dogum ve/veya
anomalili yavru dogumu olgularinin goriildiigi siiriilerde bulunan yakin zamanda
abort, 6li dogum ve/veya anomalili yavru dogumu yapmis sigir, koyun, kegiler ve bu
hayvanlar ile birlikte barindirilan saglikli goériiniimlii hayvanlardan kan serumu
ornekleri almmis ve ELISA ile kontrol edilerek enfeksiyonun seroprevalansinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bunun yani sira klinik bulgulu hayvanlardan
antikoagulanli kan Ornekleri, vajinal swap, Olen/aborte fotustan doku Ornekleri
(karaciger, dalak, lenf yumrusu, beyin) alinarak RT-PCR yontemleri ile viral niikleik
asit varlig1 yoniinden arastirilmasi planlanmistir. S6z konusu viruslar yoniinden pozitif
olarak belirlenen 6rneklerin dizin analizi sonrasinda, bdlgede sirkiile olan viruslarin,
iilkemizde ve diger iilkelerde bulunan viruslar ile serotip/genotip diizeyinde

karsilastirilmas1 planlanmistir. Arastirmada ayrica, s6z konusu viruslari tasidigi
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diistiniilen Culicoides tiirlerinin belirlenmesi amaciyla kurulacak tuzaklardan toplanan
sineklerin, tiir ayrimi/yaygimlig1 yoniinden identifiye edilmesinden sonra, viral niikleik

asit varligi yoniinden arastirtlmasi da hedeflenmistir.

Bu amagla, Hatay ilinde 6 farkli ilgede yer alan, 6 ay yasin tizerinde abort, 6li
dogum ve/veya anomalili yavru dogumu olgularinin goriildiigii siirtilerde bulunan 224
sigir, 142 koyun ve 134 kegci olmak iizere toplam 500 hayvandan kan serum Ornegi
alimarak BTV, SBV ve AKAV antikorlar1 yoniinden ELISA ile kontrol edilmistir
(Cizelge 2.1).

Ayrica, s6z konusu arboviral enfeksiyonlar yoniinden siipheli hayvanlardan
virolojik kontrol amaciyla 495 16kosit 6rnegi (238 sigir, 119 koyun, 138 kegi), 89 swap
ornegi (31 s1gir, 1 koyun, 57 kegi) ile 15 doku 6rnegi (13 sigir ve 2 koyun) olmak iizere
toplam 599 6rnek alinmis ve Real Time RT-PCR ile BTV, SBV ve AKAV yoniinden
kontrol edilmistir (Cizelge 2.1).

Culicoides tiirleri tarafindan tasinan arboviral enfeksiyonlardan en
onemlilerinden biri olan BTV enfeksiyonu, ruminant ¢iftlik hayvanlari endiistrisinde
ciddi ekonomik kayiplarin nedenlerindendir. Enfeksiyon Amerika, Afrika, Giiney
Asya, Kuzey Avustralya ve 6zellikle Giiney Avrupa’da yaygindir (Erasmus, 1990 ve
Parsonson, 1992). Avrupa iilkelerinde 1998 yilindan bu yana degisik salginlardan
BTV-1,-2,-4,-8,-9 ve -16 izole ve identifiye edilmistir (Baylis ve Mellor, 2001; Breard
ve ark., 2004; Maan ve ark., 2009; Maclachlan, 2010; Mellor ve ark., 2008; Purse ve
ark., 2005 ve Sailleau ve ark., 2014).

Tiirkiye’de BTV enfeksiyonu ilk defa 1944 yilinda Hatay ve ¢evresinde
bildirilmistir (Anonim, 1980). Enfeksiyon iilkemizde 1998 yilindan itibaren Giiney ve
Bati Anadolu basta olmak {izere, bir¢ok ilimizde zaman zaman salginlara neden
olmaktadir. Ulkemizde son yillarda BTV iizerine yapilmis olan ¢aligmalara (Albayrak
ve Ozan, 2010; Giir 2008; Karaoglu ve ark., 2007; Kulag ve ark., 2016; Ozgiinliik,
2003; Pestil, 2014 ve Yavru ve ark., 2009) bakildiginda, seroprevalans degerlerinin
bolgelere/illere gore %24,02 ile 97.5 arasinda farkliliklar gosterdigi goriilmektedir.
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Ulkemizde olusan salginlarda bugiine kadar 2, 4, 9 ve 16 serotipleri tespit edilmistir

(Mellor ve Wittman, 2002).

Bu ¢alismada, hayvan tiirlerine goére, BTV antikorlarinin varlig1 sigirlarda
%43,30 (97/224), koyunlarda %47,18 (67/142), kegilerde %55,22 (74/134) ve
orneklenen tiim hayvanlarda ise %47,60 olarak belirlenmistir. Virolojik kontrol
amaciyla alinan drneklerde ise BTV niikleik asit varligi tespit edilememistir (Cizelge
3.1).

Bu calismada BTV enfeksiyonuna karsi elde edilen seropozitifligin, 6rneklenen
ruminant tiirlerinde yiiksek oldugu goriilmektedir. Her ne kadar virolojik kontrol
amaciyla alinan 6rneklerde BTV tespiti yapilmamis olsa da, hayvanlarda saptanan
yiiksek seropozitivite oranlari, virusun yakin zamanda Hatay ilinde sirkiile oldugunu
ortaya koymaktadir. BTV enfeksiyonunun mevsimsel ve populasyondaki
serokonversiyona bagli olarak zaman zaman ortaya ¢ikan bir hastalik oldugu dikkate
alindiginda, 6rnekleme yapilan zaman diliminde aktif BTV sirkiilasyonunun olmadigi
kanisina varilmistir. BTV {izerine yapilmis olan diger c¢alismalarla birlikte
degerlendirildiginde ise, ilkemizde enfeksiyonun yiiksek oranda varoldugu ve giderek
arttig, illere/bolgelere gore cografik yapir ve iklimsel Ozelliklere bagli olarak
pozitifliklerin biiytik farkliliklar gosterdigi gozlenmektedir. Calismanin 6rnekleme
donemi olan Mayis 2015-Ekim 2017 tarihleri arasinda Hatay ilinde BTV varlig
virolojik olarak tespit edilememesine ragmen, lilkemizde 2017 yilinin Ekim ayinda
Aydin’da serotip 16 ve Kasim ayinda Osmaniye’de serotip 4 bildirimleri yapilmistir.
BTV enfeksiyonu agisindan endemik olan iilkemizde populasyondaki
serokonversiyona bagl olarak farkli il/bolge bazinda BTV salginlarinin devam ettigi

goriilmektedir.

BTV genellikle koyunlarda siddetli semptomlara neden olup, ke¢i ve sigirlarda
asemptomatik seyretmektedir. Ancak kegi ve sigirlar BTV enfeksiyonunda virus
rezervuari olarak 6nemli rol oynarlar (Jimenez-Clavero, 2012). Bu ¢alismada da,
ozellikle sigirlarin yani sira kecilerde tespit edilen yliksek seropozitivite degeri

(swrastyla %43,30 ve %55,22) dikkate deger bulunmus, enfeksiyonun siddetli
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bulgularmin goriildiigii duyarh tiir olan koyunlara bulastirilmasinda bu tiirlerin géz

ardi edilmemesi gerekliligi ortaya konulmustur.

Arbovirus enfeksiyonlarindan biri olan AKAV enfeksiyonu Orta Dogu’da,
Japonya, Kore, Israil, Tiirkiye, Cin, Sudan, Kenya, Avustralya, Asya ve Amerika’da
yaygin olarak goriilmektedir (Alshaad ve ark., 2017; Oem ve ark., 2012a; Oem ve ark.,
2014; Shin ve ark., 2009; Taylor ve Mellor, 1994 ve Wang ve ark., 2017). Ulkemizde
daha onceki yillarda yapilan caligmalarda seroprevalans degerleri Giliney Dogu
Anadolu Bolgesinde sigirlarda %13.70 (Cabalar ve Bilge Dagalp, 2000) ve %27,98
(Ozgiinliik, 2003), Trakya Bélgesinde %0,14 (Karaoglu ve ark., 2007), Karadeniz
Boélgesinde sigirlarda %22 ve koyunlarda %0,50 (Albayrak ve Ozan, 2010) ve Aydin
ili ve cevresinde %9,72 (Ozgiinliik ve ark., 2013) oraninda pozitiflik tespit edilirken,
Kog ve Erol (2017) 2012-2013 yillan arasinda topladiklari sigir, koyun, keci ve deve
orneklerinde herhangi bir pozitiflik tespit edememislerdir. Pestil (2014), Marmara
bolgesinde yaptigr bir arastirmada koyunlarda %0,08 (1/1200) oraninda pozitiflik
bulmustur. Yildirrm ve ark.(2015) Kars ydresinde yaptiklart ¢alismada sigirlarda
%2,13 (8/376), Sevik (2017a) 2015 yilinda Akdeniz bolgesinden (Antalya, Burdur ve
Isparta) topladigi koyun orneklerinde %44,9 (135/301) oraninda AKAV yoniinden

seropozitiflik tespit etmislerdir.

Bu c¢alismada, AKAV’a kars1 seropozitiflik oranlari, hayvan tiirlerine gore
sigirlarda %42,41 (95/224), koyunlarda %16,19 (23/142), kegilerde %7,46 (10/134)
ve tlim hayvanlar bazinda ise %25,60 (128/500) olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1).
Bu arastirmada yapilan molekiiler ¢alisma sonucunda, sigirlardan virolojik kontrol
amactyla alinan orneklerin % 2,12’sinde (6/282) ve koyunlardan alinan orneklerin
%4,09’unda (5/122) AKAYV niikleik asit varligi tespit edilmistir. Alinan tiim 6rnekler
dikkate alindiginda ise %1,83 (11/599) oraninda AKAV yoniinden pozitiflik
belirlenmistir (Cizelge 3.4). Ayrica toplanan Culicoides tiirlerinden yapilan
havuzlarda 5 C.schultzei ve 1 C.longipennis havuzu olmak iizere 6 Culicoides havuzu

AKAYV yoniinden pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Diinyada ve iilkemizde AKAV enfeksiyonu iizerine yapilan caligsmalara
bakildiginda, AKAV enfeksiyonunun &zellikle Asya ve Orta dogu iilkelerinde yaygin
olarak goriildiigii anlasilmaktadir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda seropozitiflik

oranlariin yillara ve cografik bolgelere gore degiskenlik gosterdigi izlenmektedir.

AKAYV enfeksiyonunun tespiti i¢in en uygun materyalin kotiledon, plasentom,
aborte fotusa ait beyin ve spinal kord oldugu belirtilmektedir. Kanda viremi siiresi (1-
5 giin) kisa oldugundan virus tespit sansi diismektedir. Bu ¢alismada 6rnekleme
zamaninda aborte fotusa ulasilamadigindan, yeni abort yapmis annelerden kan 6rnegi
alimmis ve pozitif olarak belirlenmistir. Viremi doneminin kisa olusu gbéz Oniinde
tutularak, tespit edilen pozitiflik virusun 6rnekleme déneminde aktif olarak sirkiile
olusunun bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Elde edilen sonuglara gore AKAV
enfeksiyonunun, bdlgede sigir ve koyunlarda yaygin olarak goriilen abort/6li
dogum/anomalili yavru dogumu olgularinda etiyolojik ajan olarak rol oynayabilecegi

distiniilmektedir.

Ulkemizde AKAV enfeksiyonunun varligi yapilan serolojik ve patolojik
calismalarla ortaya konmustur ancak molekiiler tespiti ve tiplendirilmesine yonelik az
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Oguzoglu ve ark. (2015) Hatay ve Aydin’dan alinan
keci ve koyun orneklerinde nested PCR ile AKAV pozitif bulmuslar ve yapilan dizin
analizi sonucunda tespit edilen viruslarin genogrup II’ye yakin oldugunu
bildirmislerdir. Alkan ve ark. (2016) 2015 yilinda Giiney Dogu Anadolu bolgesinde
(Sanlurfa) koyunlarda abortla seyreden bir salginda alinan kotiledon 6rneklerinde RT-
PCR ile AKAV yoéniinden pozitiflik tespit etmislerdir. Calismada tespit edilen
viruslarin genogrup II’de oldugu belirlenmistir. Sevik (2017a; 2017b) yaptigr iki farkl
calismada AH sendromlu aborte koyun fotus orneklerinde Real time RT-PCR ile
pozitif olarak degerlendirdigi 6rneklerin dizin analizi sonucu sirkiile olan AKAV’1n

genogrup Ib’de oldugunu gdstermistir.

Bu ¢alismada elde edilen AKAV niikleik asit varlig1 yoniinden pozitif olarak
belirlenen 17 &rnekten (11 lokosit 6rnegi ve 6 Culicoides havuzu), virusun S

segmentine yonelik yapilan kismi dizin analizi sonucu elde edilen viruslarin ii¢iliniin
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genogrup Ib’de, 14’liniin ise genogrup II’de oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada elde
edilen genogrup II’lerin kendi aralarinda karsilagtirilmasi durumunda, %100 benzer
olduklar1 ve herhangi bir niikleotid degisimi olmadig1 tespit edilmistir. Genogrup II’de
yer alan dizinlerin Japonya’da tespit edilen referenz sus olan OBE-1 susuna %99,3
oraninda benzer oldugu gorilmiistiir. Bu caligmada tespit edilen genogrup Ib’lerin
kendi aralarinda karsilastiriimalari durumunda ise, %2100 oraninda yakin olduklari
belirlenmistir. Genogrup Ib’lerin daha 6nce Tiirkiye’de tespit edilen (Sevik, 2017b)
ayn1 gruptaki viruslar ile %99,3-99,5 oraninda benzer olduklari bulunmustur. Ayrica,
tespit edilen genogrup Ib’lerin Israil’de tespit edilen genogrup Ib ile benzerliginin
%96,7 oraninda oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmada tespit edilen genogrup II ile
genogrup Ib’lerin benzerlik oranlari ise % 95,50 olarak bulunmustur. Genogrup Il ve
genogrup Ib’lerin genogrup Ia’da yer alan referenz sus olan Iriki susu ile sirasiyla

%97,2 ve %95 oraninda benzer olduklar1 goriilmustiir (Sekil 3.11).

Bu ¢aligmanin sonucuna gore, Hatay ilinde AKAV genogrup Ib ve genogrup II’
nin birlikte sirkiile oldugu goriilmektedir. Son yillarda iilkemizde yapilan diger
calismalar da dikkate alindiginda, AKAV enfeksiyonunun Hatay ilinin de i¢inde yer
aldig1 Akdeniz ve ayrica Giiney Dogu Anadolu bdlgesinde yaygin oldugu ve 6zellikle
son yillarda virus sirkiilasyonunun arttig1, AKAV genogrup Ib ve genogrup II’ye bagh

salginlarin olabildigi izlenmektedir.

Son yillarda ortaya ¢ikan arboviral enfeksiyonlardan olan SBV enfeksiyonu ilk
defa 2011 yilinda Almanya ve Hollanda sinirinda ishal, siit veriminde diisme goriilen
sigirlarda tespit edilmistir (Hoffmann ve ark., 2012). Ardindan buzagi ve kuzularda
konjenital deformitelerin nedeni olarak gosterilmistir (Davies ve ark., 2012). SBV
enfeksiyonu Almanya, Hollanda, Belgika, Ingiltere, Fransa, Liiksemburg, Italya,
Ispanya, Danimarka, isvicre, Isve¢, Avusturya, Finlandiya, Polonya, irlanda, Norveg,
Cek Cumbhuriyeti, Estonya, Macaristan, Slovenya, Hirvatistan, Litvanya, Yunanistan,
Rusya, Sirbistan, ve Romanya’da ve Tiirkiye’de bildirilmistir (Lievaart-Petersona ve
ark., 2015).
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Almanya’da yapilan bir calismada sirasiyla sigir, koyun ve kegilerde %61,
%24,7 ve 26,4 olarak SBV enfeksiyonuna kars1 seropozitiflik bulunmustur (Wernike
ve ark., 2013). Bel¢ika’da 2012 yilinda 11653 sigirdan 6rnek alinmis ve ELISA ile
kontrolii sonucunda seroprevalans degeri %99,76 olarak bulunmustur (Meroc ve ark.,
2013). Cin’de 2012-2015 yillar1 arasinda toplam 301 serum 6rnegi (255 sigir, 41 kegi
ve 21 manda) alinmis, sigirlarda seroprevalans %30-100 arasinda tespit edilirken,
kegilerde %8.3-10.3, mandalarda ise %19 oraninda bulunmustur (Zhai ve ark., 2017).

Tiirkiye’de SBV {izerine yapilmis az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Yapilan
retrospektif bir ¢aligmada, 2006-2012 yillarinda toplanan 1362 serum 6rnegi ELISA
ile kontrol edilmis ve hastaligin seroprevalansi sigirlarda %39,8, koyunlarda %1,6,
kecilerde %2,8, mandalarda %1,5 tiim hayvanlar bazinda ortalama ise %24,5 olarak
bulunmustur (Azkur ve ark., 2013). Kirikkale ilinde yapilan bir calismada toplam 1038
koyun orneklenmis ve orneklenen hayvanlarin %0,38’inin (4/1038) SBV spesifik

antikorlar1 yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir (Macun ve ark., 2017).

Yapilan bu c¢aligmada hayvan tiirlerine gore sigirlarda %43,30 (97/224),
koyunlarda %10,56 (15/142), kegilerde %4,47 (6/134) ve tiim hayvanlar bazinda ise
%23,60 (118/500) oraninda seropozitiflik tespit edilmistir (Cizelge 3.1). Bu sonuglar
daha once tilkemizde yapilan ¢alismalarda bildirilen oranlardan (Azkur ve ark., 2013
ve Macun ve ark., 2017) daha yiiksek bulunmus ve sigirlarda seroprevalans
degerlerinin daha onceki ¢alismalarda (Azkur ve ark., 2013; Wernike ve ark., 2015 ve
Zhai ve ark., 2017) bildirildigi gibi diger hayvan tiirlerine gore daha yiiksek oldugu

gorilmiistiir.

SBV enfeksiyonuna hayvan tiirleri arasinda duyarlilik agisindan farkli tilkelerde
yapilan ¢alismalarda, pozitiflik agisindan farkliliklar gézlenmektedir. Belgika’da 83
farkli isletmeden toplam 1082 koyun ornegi ve 142 keci orneklenmistir. Toplanan
ornekler ELISA ile test edilmis ve koyunlarda %84,31 ve kecilerde %40,68 oraninda
seropozitiflik bulunmustur (Meroc ve ark., 2013). Hollanda’da 3066 sigir, 2876 koyun
ve 1553 keci 0rnegi ile SBV seroprevalansi tespiti i¢in yapilan ¢alismada sigirlarda

%63,4, koyunlarda %89, kecilerde %50,8 oraninda seropozitiflik belirlenmistir
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(Veldhuis ve ark., 2013). Irlanda’da 2013 yil1 haziran ay1 sonunda 851 sigir ve 251
koyun 6rnegi olmak tizere 1102 serum Ornegi ile ¢alisilmis; sirasiyla sigirlarda %46,

koyunlarda %64,1 oraninda seropozitiflik tespit edilmistir (King ve ark.,2015).

Hayvan tiirleri agisindan saptanan seroprevalans degerlerindeki farkliliklarin,
orneklenen hayvan sayisi, yas, itk duyarliligi, 6rnekleme dénemi gibi faktorlere bagl

olarak degisim gosterdigi diisiiniilmektedir.

SBV enfeksiyonunun tespiti i¢in en uygun materyalin aborte fotusa ait beyin
oldugu belirtilmektedir (Peperkamp ve ark., 2015). Bu c¢alismada, daha 6nce de
belirtildigi tizere drnekleme déneminde aborte fotusa ulasilamadigindan, yeni abort
yapmis annelerden kan ve swap 6rnegi alinmistir. AKAYV enfeksiyonunda oldugu gibi,
SBV enfeksiyonunda da kanda viremi siiresi (1-6 giin) kisa oldugundan virus tespit
sans1 diismektedir. Bu durumda, SBV genomu RT-PCR ile ¢ok kisa siire i¢inde tespit
edilebilmektedir (Elbers ve ark., 2014 ve Poskin ve ark., 2015).

Bu arastirmada yapilan molekiiler ¢alisma sonucunda, koyunlardan virolojik
kontrol amaciyla alinan Orneklerin % 13,11’inde (16/122) ve Kegilerden alinan
orneklerin % 13,33’linde (26/195) SBV niikleik asit varligi tespit edilmistir.
Koyunlarda pozitif bulunan tim 6rneklerin 16kosit 6rnegi oldugu, kegilerde ise pozitif
bulunan 26 6rnegin 24’tniin 16kosit, 2’sinin ise vajinal swap Ornegi oldugu
belirlenmistir. Alinan tiim 6rnekler dikkate alindiginda ise, %7,01 (42/599) oraninda
SBV yoniinden pozitiflik tespit edilmistir (Cizelge 3.4).

Elde edilen koyun ve keg¢ilerdeki yiiksek pozitiflik degeri, SBV nin aktif oldugu
zaman diliminde 6rnekleme yapildigini ve Hatay ilinde abort/anomalili yavru dogumu
olgularinda SBV’nin etiyolojik ajan olarak Onemli olabilecegini gostermektedir.
Ancak, kontrol edilen sinek havuzlarinda yapilan molekiiler ¢alisma sonrasinda
pozitiflik elde edilememistir. Ayrica bu calismada l6kosit orneklerinin yani sira 2
keciye ait vajinal swap 6rneginde SBV niikleik asit varlig1 tespiti, daha dnce yapilan

caligmalarda benzer bir bulguya rastlanmadigindan dolayi, SBV enfeksiyonunun
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laboratuvar tanisinda s6z konusu orneklerin kullanilabilirligi adina degerli bir veri

olarak diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada tespit edilen SBV’lerin kendi aralarinda ve daha once iilkemizde
(Tonbak ve ark., 2016 ve Yilmaz ve ark.,2014) ve diger iilkelerde tespit edilen SBV’ler
ile S segmenti kismi dizin analizlerinin karsilastiriimasinda %100 benzer olduklari,
herhangi bir niikleotid ve aminoasit degisimi olmadigi tespit edilmistir (Sekil 3.15).
Daha once yapilan ¢alismalarda da SBV’nin invivo ve invitro diisiik mutasyon
oranindan dolayi, izolatlar arasinda farkliliklar olmadig1 ve virusun stabil kaldig

bildirilmistir (Hoffmann ve ark., 2013; Coupeau ve ark., 2016).

Bu ¢alismada tespit edilen SBV’lerin ayni aileden olan SATV, SHAV, AKAV
ve Aino ile S segmenti kismi dizin analizlerinin karsilastirilmasi durumunda ise,
benzerlikleri sirasiyla %91,2, %94,9, %74,2 ve %76,0 olarak bulunmustur (Sekil
3.15).

SBV enfeksiyonunda kisa siiren vireminin ardindan serokonversiyon 7-14 giin
sonra tespit edilmekte ve 24-36 aya kadar uzayabilmektedir (Wernike ve ark., 2015).
Serokonverte hayvanlarin SBV gecisinde diisiik riske sahip oldugu sdylenmesine
ragmen (Elbers ve ark., 2014 ve Rodriquez-Pieto ve ark., 2016), birkag ¢alisma
seropozitif bogalarin semeni ile virus sagildigini gostermistir (Hoffmann ve ark., 2013
ve Ponsort ve ark., 2014). Bu ¢alismada antikor pozitif olarak belirlenen bir hayvanin
(MG640113) 16kosit 6rneginde viral niikleik asit tespiti yapilmistir. Bu bulgu, Elbers
ve ark. (2014) ile Rodriquez-Pieto ve ark.(2016) nin bulgularini destekler niteliktedir.
Antikor pozitif hayvanlarda vireminin tespit edilmesi, antikor varligina ragmen
enfekte hayvanlara ait kan, semen gibi materyaller ile virusun sacilabilecegini
diigiindiirmektedir. Yapilacak deneysel ¢aligmalarla, bu konu daha ayrintili olarak

aragtirtlmali ve klarifiye edilmelidir.

Hatay ilinde 6rneklenen ruminant tiirlerinde kontrol edilen enfeksiyonlar birlikte
degerlendirildiginde, sirasiyla BTV, SBV ve AKAV i¢in seroprevalans degerleri
%47.60, %23.60 ve %25.60 olarak belirlenmistir (Sekil 3.1). Kontrol edilen

etkenlerden herhangi birine maruz kalma orani sigirlar i¢cin %71.87 (161/224),
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koyunlarda %57.74 (82/142) ve kegilerde de %58.95 (79/134) olarak tespit edilmistir
(Sekil 3.3). Tiim hayvan tiirlerinde ise bu oran %64.40 (322/500) olarak bulunmustur
(Sekil 3.3). Elde edilen bulgulara gore, her ii¢ enfeksiyonun da Hatay ilinde 6rneklenen
ruminant tiirlerinde yiiksek oldugu goriilmektedir. Sigirlarda her {i¢ enfeksiyona dair
seropozitiflik oranlar1 benzer diizeyde bulunmustur. Bolgede BTV enfeksiyonuna kegi
ve koyunlarin daha duyarli oldugu, AKAV ve SBV enfeksiyonlarina ise sigirlarin
duyarliliginin daha fazla oldugu goriilmektedir. Sigirlarda arboviral enfeksiyonlara
dair daha yiiksek diizeyde saptanan seropozitiflik degerlerine ilgili olarak, sigirlarin
daha ¢cok merada kalmas1 nedeniyle insekt vektdrlere diger tiirlerden daha fazla maruz
kalma olasiligi gosterilmektedir (Bartsch ve ark., 2009). Bunun yani sira bazi
Culicoides tiirlerinin kan emmek i¢in 6zellikle sigirlar tercih ettigi diistiniilmektedir
(Bartsch ve ark., 2009; Lassen ve ark., 2011). Ayrica SBV ve AKAV seroprevalansi
koyun ve kegilerde diisiik oranda tespit edilmesine ragmen, virus varliginin bu iki tiirde
sigirlara oranla daha yiiksek diizeyde tespiti, s6z konusu viruslarin O6rnekleme
doneminde aktif sirkiilasyonunun oldugunu gostermektedir. Ozellikle bu tespitin,
bolgede AKAV ve SBV enfeksiyonu salginlarinin olusabilecegini gostermesi

acisindan bir erken uyar1 sistemi olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Tekli, ikili ve Giglii enfeksiyon oranlarina bakildiginda ise, tiim hayvanlar g6z
oniinde tutuldugunda tekli enfeksiyon orant (%42.40; 212/500) ikili ve gl
enfeksiyon oranlarindan (%11.20; 56/500 ve %10.80; 54/500) ¢ok daha yiiksek
bulunmustur (Sekil 3.3). S6z konusu etkenlerin ayn1 hayvani enfekte etme oranlari
elde edilen sonuglara gore daha diisiik bir olasilik olarak goriilmektedir. Tekli
enfeksiyonlarda 6zellikle BTV enfeksiyonu, SBV ve AKAV’a gore yiiksek oranda
bulunmustur (Sekil 3.2). Bu durum BTV’ye karsi gelisen immunitenin bolgede
virusun daha 6nceki yillarda sirkiile olmasiyla agiklanabilir. SBV ve AKAV 1 ise,
koyun ve kecilerde Ornekleme doneminde aktif sirkiilasyonunun siirdiigii ve bu

nedenle yeterli serokonversiyonun enfekte hayvanlarda gelismedigi diisiiniilmektedir.

Bu ¢aligmada ii¢ enfeksiyona dair tespit edilen seropozitiflik degeri lilkemizde
yapilan daha Onceki g¢alismalardan daha yiiksek oranda bulunmustur. Bu sonuca,

orneklenen populasyonda abort yapmis hayvanlarin varliginin biiyiik etkisi vardir.
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Ayrica seroprevalans degerlerinin lokasyona, yasa, irk duyarliligina ve mevsime baglh

olarak da degisebildigi goz ardi edilmemelidir.

Seropozitiflik degerlerinin Ornekleme yapilan aylara gore dagilimlarina
bakildiginda, BTV enfeksiyonunun seropozitiflik oranlarinin en yiiksek Eyliil ayinda
oldugu (%97,05; 33/34), SBV enfeksiyonu i¢in seropozitiflik degerinin 6zellikle
Ekim ayinda en yiikksek oldugu (%50; 43/86) ve AKAV igin ise en yiiksek
seropozitiflik degerinin Haziran ayinda oldugu (%54,54;5/11) tespit edilmistir (Sekil
3.4). Arboviral enfeksiyonlar sineklerin aktif olduklar1 donemde daha yaygin olarak
olugsmaktadir. Yapilan caligmalarda Culicoides tiirlerinin Nisan-Ekim aylarinda yogun
olarak bulundugu ancak Temmuz-Eyliil aylarinda aktivitelerinin pik yaptig
izlenmektedir (Mellor ve ark., 2000; Larska ve ark., 2013b; Veldhuis ve ark., 2013).
Bu calismada tespit edilen seroprevalans degerlerinin de vektorlerin en aktif oldugu
yaz ve sonbahar aylarinda artis gosterdigi goriilmektedir. Ancak yeni abort yapmis
hayvanlardan alinan o6rneklerde her mevsimde AKAV ve SBV pozitifligi tespit
edilmistir. Bu durumun, Hatay ilinin daha 6nce de bildirilen iklimsel 6zellikleriyle
ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle BTV ve SBV ana vektorii olarak dngdriilen
C.obsoletus kompleksin az da olsa 3.5°C de bile aktif oldugu ve bu nedenle enfekte
bolgelerde yil boyu bulunabilecegi bildirilmistir (Sprygin ve ark., 2014). Arboviral
enfeksiyonlarin smirli olsa da kisin da olustugu ancak yiiksek diizeyde virus

{iremesinin 12,5°C iizerinde oldugu bilinmektedir (Davies ve Daly, 2013).

Bu ¢alismada kontrol edilen tiim viruslar Culicoides tiirii kan emen sineklerle
nakledilmekte ve bu enfeksiyonlara kisaca Culicoides-borne Arboviruslar
denilmektedir. Bu enfeksiyonlarin tasinmasinda vektor olarak rol oynayan
Culicoidesler 6zellikle yaz mevsiminde, kurak, nemli, bataklik ve sazlik bolgelerde
aktif olarak bulunmaktadir ve iilkelere/bolgelere gore tiirleri degisebilmektedir
(Mehlhorn ve ark., 2007). Ozellikle vektdrlerin tercih ettikleri yasam alanlar1 farklilik
gosterebilmektedir. Ornegin C.obsoletus kompleks ormanlik alanlar1, C.imicola giines
1s181n1n yogun oldugu yesillikleri, C.pulicaris, C.circumsctiptus ve C.maritimus ise
nemli, nehir yakinlar ve riizgarin yogun oldugu yerleri tercih etmektedirler (Conte ve

ark., 2007).
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Diinyada ve tilkemizde bu hastaliklar1 tagidiklar1 diistiniilen bir¢cok vektor tiiri
belirlenmistir. Dik ve ark. (2010) Hatay boélgesinde bulunan Culicoides tiirleri tizerine
yaptiklar1 ¢alismada 560 Culicoides yakalamislar ve 15 tiir tespit etmislerdir. Bolgede
C.circumscriptus ve C.schultzei kompleksin en yaygin tiirler oldugunu belirtmislerdir.
Dik ve ark. (2014) nin yine Hatay’in da i¢inde bulundugu Akdeniz ve Giineydogu
Anadolu’da birka¢ ilde yaptiklart calismada, C.schultzei dominant tiir olarak

bulunmustur.

Yapilan bu ¢alismada, Hatay ilinde Mayis, Temmuz, Agustos, Ekim 2015 ve
Temmuz 2016 aylarinda 1sik tuzaklari kurulmustur. Isik tuzaklarindan toplanan
Culicoideslerin tiir tayini yapilarak 11 farkli Culicoides tiirii tespit edilmistir. Sirasiyla
C.schultzei, C.imicola, C.longipennis, C.badooshennis, C.obsoletus komp.,
C.circumscriptus, Culicoides.spp, C.gejgelensis, C.maritimus, C.subfafascipennis,
C.nubeculosus tiirleri belirlenmistir. Bu ¢alismada Hatay ilinde Dik ve ark. (2010)
tarafindan yapilan ¢aligmalara benzer sekilde baskin Culicoides tiirii olarak C.schultzei
belirlenmistir. Ayrica, C.schultzei ile birlikte BTV ’nin ana vektorii olan C.imicola ve

Avrupa’da SBV nin ana vektorii olan C.obsoletus da yiiksek oranda tespit edilmistir.

Toplanan Culicoideslerden yapilan havuzlarda BTV, AKAV ve SBV viral
niikleik asit varligi Real Time PCR ile arastirilmistir. BTV ve SBV yoniinden herhangi
bir pozitiflik tespit edilememistir. Ancak iilkemizde daha 6nce BTV vektorleri tizerine
yapilan caligmalarda (Mellor ve ark 2000 ve Yavru ve ark., 2009) C.imicola,
C.circumcriptus, C.punctatus, C.nubeculosus ve C.kibunensis tirlerinde RT- PCR ile

BTV yoniinden pozitiflik tespit edilmistir.

Bu c¢alismada, daha 6nceden belirtildigi tlizere Agustos 2015°de toplanan
C.longipennis ve Ekim 2015’de toplanan C.schultzei havuzlarinda olmak tizere 6
Culicoides havuzunda AKAYV viral niikleik asit varlig1 tespit edilmistir. Dizin analizi
sonucunda, C.schultzei tiirtinde iki farkli genogrupta yer alan AKAV belirlenmistir.
Bu tiirde tespit edilen AKAV hem genogrup Ib, hem de genogrup II’de yer alirken,
C.longipennisde tespit edilen AKAV genogrup II’de yer almistir. Sevik (2017a)
yaptig1 ¢alismada RT-PCR ile C.imicolada AKAYV niikleik asit varligini belirlemis ve
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AKAV’1n vektorii olabilecegini bildirmistir. Ancak bu ¢aligmada toplanan C.imicola
havuzlarinda herhangi bir pozitiflik tespit edilememistir. Bu ¢alismanin sonucuna
gore, C.schultzei ve C.longipennisin Tiirkiye’de AKAV i¢in muhtemel vektor
olabilecegi onerilmektedir. Ayrica bu ¢alisma ile lilkemizde ilk defa C.schultzei ve
C.longipennisde AKAYV tespit edilmistir. Vektorlerde viral RNA tespiti, kesin vektorii
tanimlamak i¢in yeterli degildir. Viral RNA’nm, sinek kafalarindan hazirlanan
havuzlarda veya kan emmemis disilerde tespit edilmesi, aktif virus replikasyonunu
vektorde gostermesi agisindan 6nemli bulunmaktadir (Elbers ve ark., 2013). Ancak bu
calismada sinekler biitiin olarak hazirlanmis olup, kan emmis/emmemis ayrimi

yapilamamustir.

Segmentli genoma sahip olan viruslarin, ayni genus veya serogruptaki viruslar
ile ayn1 vektorde ya da konak hiicre hatlarinda koenfeksiyonu durumunda reassortment
olaylar1  bildirilmektedir ve bu reassortment olaylar1 sonrasi yeni bir
virus/serotip/genotip ortaya ¢ikabilmektedir (Borucki ve ark., 1999; Cheng ve ark.,
1999). Orthobunyaviruslardan olan ve insanlarda atesli hastaliga neden olan Ngari
virus, Batai virus ile Bunyamwera virusun bir reassortant1 olarak ortaya ¢ikmistir
(Briese ve ark., 2006). Yine Aino ve Paeton virus arasinda da reassortment oldugu
belirtilmektedir (Yanase ve ark., 2010). AKAV’mn saha izolatlari ile yapilan bir
calismada, S ve M segmentine gore yapilan filogenetik analiz sonucu genogrup II de
yer alan AKAYV saha izolatlar1 L segmenti ile yapilan filogenetik analizde genogrup I’
de yer almistir. Bu veri, iki genogrup arasinda genetik reassortment oldugunu
gostermektedir (Kobayashi ve ark., 2007). Yapilan bu ¢alismada bolgede iki farkl
AKAYV genogrubunun ve ayni aileden olan SBV’nin birlikte sirkiile oldugu ve soz
konusu enfeksiyonlar1 tasidig: belirtilen vektorlerin varligr dikkate alindiginda, daha
sonraki yillarda viruslarda meydana gelebilecek mutasyonlar sonucu yeni bir
virus/serotip/genotipin ortaya ¢ikabilecegi veya mevcut viruslarin virulenslerinde artis

olabilecegi gbz onilinde bulundurulmalidir.
Yabani hayvanlarin arboviral enfeksiyonlarin olusumunda etkisi olabilecegi

birgok arastirici tarafindan bildirilmistir (Falconi ve ark., 2011; Kaufmann ve ark.,
2012; Rossi ve ark., 2013 ve Rossi ve ark., 2017). Evcil ruminantlardan beslenen bazi
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Culicoides tiirlerinin (C.imicola, C.obsoletus, C.scoticus, C.pulicaris ve C.punctatus)
dogada fazla miktarda bulunmasi ve dogal ekosistemde vahsi ruminantlarla yakin
temasi, s6z konusu sinek tiirlerinin yabani hayvanlar ile evcil hayvanlar arasinda bir
koprii olabilecegini diisiindiirmektedir (Talavera ve ark., 2017). Culicoideslerin
konakg1 tercihleri iizerine calismalar, ekonomik 6neminden dolay:r genelde ¢iftlik
hayvanlarini baz alarak yapilmistir (Pettersson ve ark., 2013). Yapilan bir ¢alismada,
C.imicolanin beslenme kaynagi hayvanlar arastirilmis ve at, sigir, koyuna ilave olarak

insanlar, kuslar ve kopekler sinegin beslendigi kaynaklar olarak gosterilmistir (Slama

ve ark., 2017).

Kan emen sineklerin beslenme kaynaklarini bilmek, vektorlerin biyolojisinin ve
vektorlerle tasinan hastaliklarin epidemiyolojisinin anlagilmasinda ¢ok 6nemlidir
(Darpel ve ark., 2012). insekt vektdrlerin kompetent ve kompetent olmayan vertebrali
konakgilarla temasinin sikligi, patojenitenin artisi ve farkli vertebralilara gegisi igin bir
risktir (Kilpatrick ve ark., 2006).

Ozetle, Hatay ilinde s6z konusu enfeksiyonlarin, rneklenen ruminant tiirlerinde
yiiksek oldugu ve abort/0lii dogum/anomalili yavru dogumu olgularinda iizerinde
durulmasi gerektigi kanisina varilmistir. Hatay ili cografik konumu nedeniyle vektorle
tasinan bir¢ok enfeksiyonun girisine agik konumdadir; bu nedenle Hatay ilinin de
icinde oldugu Dogu Akdeniz Bolgesinde sadece BTV, AKAV ve SBV degil, diger
Culicoideslerce tasinan Bovine Ephemeral Fever, West Nile ve Epizootic
Hemorrhagic Disease gibi enfeksiyonlar da arastirilmaya ihtiyag duymaktadir. SBV,
BTV gibi semenle bulasan hastaliklarda damizliktaki hayvanlarin ve semenlerin
kontrolii, BTV’de duyarli populasyonun diizenli asilanmasi, vektorlerin kontrolii,
erken uyart sistemlerinin uygulanmasi gibi tedbirler Culicoides tiirleriyle taginan
arboviral enfeksiyonlarin miicadelesinde énemlidir. Ulkemizde BTV serotip 4 ile
koyunlarda agilama yapiliyor olmasina karsin, AKAV ve SBV’ye yonelik herhangi bir
asilama programi yoktur. Ancak son yillarda bu hastaliklarin iilkemiz agisindan risk
teskil ettigi dikkate alindiginda, bu hastaliklar i¢in asilama giindeme gelebilir.
AKAV’mm bolgedeki ve iilkemizdeki sirkiilasyonuna bakildiginda genogrup Ib ve

genogrup I’nin sirkiile oldugu goriilmektedir. Olas1 bir asilama programinda bu
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durum g6z Online alinarak, asilarin her iki genogrubu igerecek sekilde hazirlanmasinin

uygun olabilecegi diisiiniilmektedir.

Vektorle miicadele arboviral enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasinda asilama
ile birlikte uygulanmalidir. Kisaca alinabilecek tedbirler, larval/ergin habitatin
indirgenmesi igin kontrol stratejileri, batakliklarin, Kirli su goélciiklerinin ya da su
havuzlarinin drenaji (Carpenter, 2008); ¢esitli insektisitler, biorasyonel pestisitler
(sineklerin gelisimini sinirlayan Bacillus thuringiensis gibi mikrobiyel ajanlar ya da
hormonlarin kullanimi), hayvanlarda repellent uygulamalar1 ve sinek tuzaklari

alternatif metotlar olarak sayilabilir (Mullens ve ark., 2004).

Gergek su ki, bolgede bu hastaliklar varoldugu siirece her zaman salgin olugma
potansiyeli vardir. Arboviral enfeksiyonlara ilgili bolgesel/iilke bazinda yapilabilecek
daha genis ¢apli serolojik/molekiiler ¢aligmalar, entomolojik, meteorolojik ve tarimsal
analizlere gore, her bolgeden gelen onaylanmis giivenilir verilere dayanarak yapilacak
matematik modellemeler ile hastalik salginlari tahminleri, hastalikla miicadelede
uygulanabilecek stratejilerine rehberlik edecektir. Arboviral hastaliklar yoniinden
endemik tilkelerde uygulandigi sekilde, arbovirus izleme programlart gelistirilerek,
sinek yakalama/test etme ve sentinel hayvanlari igceren erken uyart sistemlerinin
uygulanmasiyla bdlgede sirkiile eden viruslarin ve yeni olgularin tespitinin

yapilabilmesi saglanabilecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma ile, Hatay ilinde BTV, AKAV ve SBV enfeksiyonlarinin
prevalanslarinin ~ belirlenmesine ¢alisilmis ve s6z konusu enfeksiyonlarin

varligi/yaygimligi serolojik ve virolojik olarak ortaya konulmustur.

Bu c¢alismanin sonuglarina gére BTV, AKAV ve SBV’nin 2015-2017 yillari
arasinda bolgede sirkiile oldugu goriilmektedir. Ozellikle bolgede yaygm olarak
goriilen abort, erken dogum, anomalili yavru dogumu olgularinda BT, AKA ve SB

viruslarmin etiyolojik ajan olarak rol oynayabilecegi gz 6niinde tutulmalidir.

Yapilan filogenetik analiz sonrasinda bolgede iki farkli AKAV genogrubunun
(genogrup Ib ve genogrup II) birlikte sirkiile oldugu goriilmektedir. Tespit edilen SBV
suslarinin ise Avrupa ve Tiirkiye’de salgina neden olan saha suslarina %100 oraninda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Bu ¢alismada tespit edilen seroprevalans degerlerinin vektorlerin en aktif oldugu
yaz ve sonbahar aylarinda (Haziran-Ekim) artis gosterdigi goriilmektedir. Ancak yeni
abort yapmis hayvanlardan alinan 6rneklerde her mevsimde AKAV ve SBV varligi
tespit edilmistir. Bu duruma, Hatay ilinin daha 6nce de bildirilen iklimsel 6zelliklerinin

etkisinin oldugu diistiniilmektedir.

Hatay ilinde BTV, AKAV, SBV enfeksiyonlarini tagidig1 diistiniilen Culicoides
tirleri/dagilimi yapilmistir. Bolgede 11 farkli Culicoides tiirii tespit edilmistir; bu
tirler sirasiyla C.schultzei, C.imicola, C.longipennis, C.badooshennis, C.obsoletus
komp., C.circumscriptus, Culicoides.spp, C.gejgelensis, C.maritimus,
C.subfafascipennis, C.nubeculosus olarak belirlenmistir. Yapilan molekiiler
calismalar sonucunda, C.schultzei ve C.longipennisde AKAV niiklek asit varligi tespit
edilmis ve bolgede AKAV enfeksiyonunun muhtemel vektoriiniin olabilecegi kanisina

varilmistir.
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Bolgede iki farkli AKAV genogrubunun ve ayni aileden olan SBV’nin birlikte
sirkiile oldugu ve s6z konusu enfeksiyonlart tasidigi belirtilen vektorlerin varlig
dikkate alindiginda, daha sonraki yillarda viruslarda meydana gelebilecek mutasyonlar
sonucu yeni bir virus tiirlinlin ortaya ¢ikabilecegi veya mevcut viruslarin

virulenslerinde artis olabilecegi gdz onilinde bulundurulmalidir.

Ruminant arboviral enfeksiyonlariin molekiiler yontemler ile hizli tanisi, insekt
vektorlerde viruslarin tespiti  Ozellikle salgin sirasinda kontrol tedbirlerinin

gelistirilmesinde veteriner saglik otoritelerine yardimer olacaktir.

Ruminant arboviral enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin izlenmesi ve hastalig
tasiyan insekt vektorlerin varligi, yayilimi, lokasyonunu identifiye etmek icin aktif
izleme programlari ile kombinasyonlar yapmak, alinmas1 gerekli tedbirleri zamaninda

yerine getirebilmek agisindan 6nemlidir.

BTV enfeksiyonu i¢in asi tercihlerinin belirlenmesinde, iilkede sirkiile olan
serotiplerin diizenli olarak izlenmesi ve tespiti 6n planda gelmektedir. AKAV ve
SBV’ye yonelik lilkemizde herhangi bir agilama programi yoktur. Ancak son yillarda
bu hastaliklarin {ilkemiz agisindan risk teskil ettigi dikkate alindiginda, bu hastaliklar

i¢in ag1 kullanilmasi giindeme gelebilir.

Bu calismanin ayrica, daha genis perspektifli bolge/iilke capinda yapilabilecek
caligmalara ve bu calismanin uzantisinda yapilabilecek asi calismalari, hizli tan

tekniklerinin gelistirilmesi gibi ¢alismalara da 151k tutabilecegi diistiniilmektedir.
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OZET

Hatay ilinde ruminantlarda bazi arboviral (Akabane virus, Mavidil virus ve
Schmallenberg virus) enfeksiyonlarin epidemiyolojisinin arastirilmas1 ve olasi
vektorlerinin belirlenmesi

Son yillarda kiiresel 1sinmanin etkisi ile vektorlerin yasam alanlarinin genislemesi ve
buna bagli olarak vektorlerle bulasan hastaliklar 6n plana c¢ikmaktadir. Bu hastaliklardan
Culicoides cinsindeki kan emici sineklerle nakledilen ve arboviruslar iginde yer alan Akabane
virus (AKAYV), Mavidil virus (BTV) ve Schmallenberg virus (SBV) enfeksiyonlari, meydana
getirdikleri klinik bulgular sonucunda ruminant yetistiriciligi i¢in dnemli ekonomik kayiplar
da beraberinde getirmektedirler. Bu ¢alismada, Hatay ilinde ruminant yetistiriciligi yapilan
isletmelerde vektor kaynakli viral hastaliklar olan AKAV, BTV ve SBV enfeksiyonlarinin
epidemiyolojisinin arastirilmasi ve bolgede s6z konusu enfeksiyonlar tasidigr diisliniilen olasi
vektorlerin belirlenmesi planlanmistir. Bu amagla séz konusu enfeksiyonlarin varligy/
yayginligt serolojik ve virolojik yontemler kullanilarak arastirilmigtir. Serolojik olarak,
sirasiyla BTV, SBV, AKAV antikorlar1 %47,60 (238/500), %23,60 (118/500), %25,60
(128/500) oraninda bulunmustur. Virolojik olarak, toplanan 6rneklerin hig¢ birinde BTV viral
niikleik asite rastlanmamis ancak % 7,01 (42/599) oraninda SBV ve %1,83 (11/599) oraninda
AKAYV viral niikleik asit varligi tespit edilmistir. Ayrica 6rnek alinan bolgelere 151k tuzaklar
kurulmus ve s6z konusu enfeksiyonlar1 tasidigi diisiiniilen Culicoides cinsindeki sinekler
yakalanarak tiir tayini yapilmistir. Bdlgede 11 farkli Culicoides tiirli tespit edilmis ve
C.schultzei baskin tiir olarak bulunmustur. Toplanan Culicoideslerde BTV ve SBV viral
niikleik asit tespiti yapilamamasina ragmen, C.schultzei ve C.longipennis tiirlerinde AKAV
viral niikleik asiti tespit edilmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada s6z konusu ii¢ enfeksiyonun seropozitifligi yiiksek oranda
bulunmustur. S6z konusu enfeksiyonlardan AKAV ve SBV’nin bolgede sirkiile oldugu ortaya
konulmustur. Yapilan filogenetik analiz sonucu iki farkli AKAV genogrubunun (genogrup Ib
ve genogrup II) bolgede sirkiile oldugu tespit edilmistir ve AKAV’ 1 muhtemel vektorii olarak
C.schultzei ve C.longipennis onerilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akabane, Culicoides, Epidemiyoloji, Mavidil, Schmallenberg Virus
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SUMMARY

Epidemiologic investigation and possible vector identification of ruminant some
arboviral infections (Akabane, Bluetongue and Schmallenberg virus) in Hatay province

Expansion of vector habitats with the effects of global warming in recent years, and
vector-borne diseases are consequently come to the fore. This disease is of particular AKAV,
BTV and SBV infection results in significant economic losses for the ruminant breeding
clinical symptoms they produce, they bring about. These viruses are transmitted by Culicoides
and is called arbovirus. In this study, we will perform epidemiological assays to determine the
presence or absence, prevalence of these infections and identification of the posibble vectors
that are responsible for transmission of these diseases in Hatay province. For this purpose, the
presence/prevalence of the mentioned infections was investigated using serological and
virological methods. Serologically, the rates of antibodies for BTV, SBV, AKAV were
47,60% (238/500), 23,60% (118/500), 25,60% (128/500), respectively. Virologically, no BTV
viral nucleic acid was detected in any of the collected samples, but SBV at a rate of 7.01%
(42/599) and AKAV viral nucleic acid at a rate of 1.83% (11/599) were detected. In addition,
light traps were set up for the specimens taken, and Culicoides, believed to carry the infections,
were caught and identified. 11 different Culicoides species were detected in the area and C.
schultzei was found as the dominant species. Although BTV and SBV viral nucleic acid were
not detected in the collected Culicoides, AKAV viral nucleic acid was detected in C.schultzei
and C. longipennis species.

In conclusion, this study found that seropositivity of three infections was high. It has
been determined that AKAV and SBV are circulating in the region from the mentioned
infections. It has been determined that two different AKAV genogroups (genogroups Ib and
genogroups 1) result in phylogenetic analysis and that the probable vectors of AKAV are
C.schultzei and C.longipennis.

Keywords: Akabane, Bluetongue, Culicoides, Epidemiology, Schmallenberg Virus
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